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Le transfert horizontal de gènes (THG, ou transfert latéral de gènes) est un mécanisme 
d'évolution naturel qui consiste en le transfert direct du matériel génétique d'une espèce à 
une autre. La possibilité que le transfert horizontal de gènes puisse jouer un rôle clé dans 
l' évol ution biologique est un changement fondamental dans notre perception des aspects 
généraux de la biologie évolutive survenu ces dernières années. Par exemple, les bactéries et 
les virus possèdent des mécanismes sophistiqués d'acquisition de nouveaux gènes par 
transfert horizontal leur permettant de s'adapter et d'évoluer adéquatement dans leur 
environnement. Jusqu'à tout récemment, les méthodes de détection de ce mécanisme 
reposaient essentiellement sur l'analyse de séquences et étaient très rarement automatisées. Il 
est impossible de représenter l'évolution d'organismes ayant subi des THG à l'aide d'arbres 
phylogénétiques acycliques. La présentation adéquate est celle d'un réseau. Dans cette thèse, 
nous décrivons un nouveau modèle de ce mécanisme d'évolution, en se basant sur l'étude de 
différences topologiques et métriques entre un arbre d'espèces et un arbre du gène inférés 
pour le même ensemble d'espèces. Les méthodes qui en découlent ont été appliquées à des 
jeux de données réelles où des hypothèses de transferts latéraux de gènes étaient plausibles. 
Des simulations Monté-Carlo ont été menées afin d'évaluer la qualité des résultats par 
rapport à des méthodes existantes. Nous présentons également une généralisation du modèle 
de transferts horizontaux complets qui est applicable pour détecter des transferts partiels et 
identifier des gènes mosaïques. Dans ce dernier modèle, on suppose qu'une partie seulement 
du gène a été transférée. Enfin, nous présentons une application de ces nouvelles méthodes 
servant à modéliser des emprunts de mots survenus durant l'évolution des langues indo­
européennes. 
Mots clés: arbre phylogénétique, réseau réticulé, transfe11 horizontal de gènes, critère 
des moindres carrés, distance de Robinson et Foulds, dissimilarité de bipartitions, 
biolinguistique. 
INTRODUCTION 
Cette thèse porte sur la conception de nouveaux algorithmes permettant la détection de 
transferts horizontaux d'un gène pour un groupe d'espèces étudiées. Le transfert horizontal 
de gènes (THG), appelé aussi transfert latéral de gènes (TLG), est un mécanisme naturel qui 
permet à des organismes, notamment à des bactéries et à des virus, de s'échanger des gènes. 
C'est un processus dans lequel un organisme intègre le matériel génétique provenant d'un 
autre organisme qui n'est pas son descendant direct. Par opposition, le transfert vertical se 
produit lorsque l'organisme reçoit du matériel génétique à partir de son ancêtre le plus proche. 
Les différentes techniques existantes de détection des THG sont basées sur l'analyse de la 
composition nucléotidique des séquences biologiques et sur des conflits entre phylogénies 
permettant aux biologistes d'émettre une hypothèse de transfert horizontal de gène. Ces 
procédés n'étaient pas toujours automatisés et ne comprenaient pas une étape de validation 
des transferts obtenus. 
Dans cette thèse, nous présentons une approche algorithmique à ce problème qui utilise 
le principe de réconciliation d'arbres d'espèces et de gène', tout en considérant des 
contraintes d'évolution biologiques. Nous aurons recours à des algorithmes heuristiques pour 
maintenir la complexité algorithmique polynomiale, tout en préservant la viabilité des 
résultats. 
Pour mieux comprendre la problématique de la détection de transferts horizontaux, 
nous présentons dans le chapitre l, les notions de bases nécessaires à la compréhension de ce 
mécanisme évolutionnaire. Nous décrivons alors, brièvement, la phylogénie (i.e., arbre 
phylogénétique), les méthodes de reconstruction d'arbres phylogénétiques, les arbres 
réticulés et enfin, le transfert horizontal de gènes. 
, Le singulier est utilisé dans le terme « arbre de gène» car il s'agit de la phylogénie construite 
à la base d'un seul gène. 
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Dans le chapitre II, nous ferons un état de l'art des méthodes et des logiciels existants 
pour la reconstruction et la visualisation d'arbres réticulés et plus particulièrement pour la 
détection de transferts horizontaux de gènes. 
Après cette revue de la littérature, nous présentons au chapitre III notre contribution 
principale. La méthode que nous proposons traite de la question du transfert complet qui 
suggère que la séquence transférée entre deux espèces représente un gène au complet. Nous y 
décrivons un nouvel algorithme, une nouvelle mesure de comparaison d'arbres 
phylogénétiques et un procédé de validation des résultats. Des simulations Monte-Carlo et 
des tests sur des jeux de données réels menés pour évaluer l'efficacité du nouvel algorithme 
seront également présentés. Ce projet de recherche a mené à deux publications dans les actes 
des conférences (Makarenkov et al., 2006 et Makarenkov et al., 2007) et d'une publication 
plus globale dans la revue Systematic Biology (Boe et al., 201 Oa). 
Le chapitre IV décrit une généralisation de notre solution. En effet, nous y traitons le 
problème du transfert partiel qui suppose que seule une partie d'un gène donné peut être 
transférée. Bien que cette seconde approche semble être une généralisation de la première, 
des considérations de complexité algorithmique motivent la nécessité de traiter les deux cas 
séparément. Ce projet de recherche a mené à trois publications (Makarenkov et al., 2006, 
Makarenkov et al., 2008 et Boc et al., 2011, soumis à Nucleic Acids Research). 
Dans le chapitre V, nous présentons une application de nos méthodes de détection de 
transferts dans un domaine connexe. Précisément, nous les appliquons à J'étude de 
l'évolution des langues indo-européennes. L'évolution des langues est souvent représentée à 
l'aide des arbres phylogénétiques, mais les linguistes omettent souvent les mots empruntés 
d'une langue à l'autre pour éviter les interférences dans la représentation des résultats. Dans 
le modèle d'évolution des langues naturelles que nous proposons, nous prenons en compte 
des emprunts linguistiques survenus au cours de l'évolution. Ce projet de recherche a fait 
l'objet d'une publication dans les actes de la conférence IFCS-2009 (Boc et al., 2010b). 
En conclusion, nous faisons une synthèse du travail effectué et présentons quelques 
pistes possibles pour l'amélioration des résultats obtenus. 
CHAPITRE 1 
NOTIONS DE BASE 
1.1 Introduction 
Afin de proposer une solution originale et efficace au problème de la détection de transferts 
horizontaux de gène pour un groupe d'espèces observées, nous nous sommes intéressés à 
différents sujets d'études que nous présentons brièvement dans ce chapitre. Tout d'abord 
nous verrons les éléments de bases de la reconstruction d'arbres phylogénétiques, soient les 
approches et méthodes les plus populaires. Par la suite, nous introduirons la notion 
d'évolution réticulée, et enfin nous décrirons, d'un point de vue biologique, le processus de 
transfert horizontal et les différents mécanismes qui le caractérise. 
1.2 Un arbre phylogénétique 
La phylogenèse étudie la reconstruction de l'histoire évol utive des êtres vivants. Le terme 
phylogenèse (du grec phulon, signifiant "race, tribu") a été introduit par Haeckel en 1860, qui 
l'a défini comme "l'histoire du développement paléontologique des organismes par analogie 
avec l'ontogénie ou histoire du développement individuel". Un arbre est dit arbre 
phylogénétique, phylogénie ou X-arbre (Barthélémy et Guénoche, 1991) si, dans l'analyse des 
caractères sur laquelle il repose, le concept de "descendance des espèces avec modification de 
leurs caractères" a été utilisé. Ce dernier concept signifie que les caractères sont transmis 
d'une génération à l'autre à travers les mécanismes de l'hérédité impliquant leurs éventuelles 
modifications (par exemple les mutations). Un arbre phylogénétique est une représentation 
graphique de la phylogenèse d'un groupe d'espèces (ou de taxons). 
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Un arbre phylogénétique est composé de quatre principaux éléments. Les feuilles ou nœuds 
externes représentent les espèces pour lesquelles on dispose de données d'évolution. Les 
branches (ou arêtes) définissent les relations entre les taxons en termes de descendance. Les 
nœuds internes sont associés à des ancêtres virtuels. Et enfin, la racine représente l'ancêtre 






Entité éteinte ou actuelle pour 
laquelle on dispose d'informations 
Figure 1.1 Modèle de base introduisant un arbre phylogénétique. 
Le degré d'un nœud est le nombre d'arêtes adjacentes à ce nœud. Si ce degré est 
supérieur à 3, ce nœud est dit non résolu (signifiant la divergence simultanée ou 
l'incertitude). 
On distingue deux types d'arbres. Les arbres enracinés et les arbres non enracinés. Un 
arbre enraciné est orienté et cette orientation correspond au sens de l'évolution. Il permet 
donc de définir une relation ancêtre - descendant entre deux nœuds successifs. Dans un arbre 
non-enraciné, la notion de temps n'existe pas et on ne peut plus définir la relation ancêtre ­
descendant au niveau des nœuds internes. Ce type d'arbres peut être utilisé lorsque l'on 
s'intéresse à la classification d'un groupe d'espèces sans considérer le sens d'évolution. 
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1.3 La reconstruction d'arbres phylogénétiques 
La reconstruction d'un arbre phylogénétique commence par l'analyse des séquences 
nucléotidiques ou d'acides aminés associées aux espèces étudiées. Une séquence 
nucléotidique (assemblage linéaire de nucléotides) représente l'ADN (acide 
désoxyribonucléique) et est composée de quatre types de base. Les cytosines (C) et thymines 
(T) qui font partie de la famille des pyrimidines et les adénines (A) et guanines (G) qui font 
partie de la famille des purines. Une séquence d'ADN peut représenter un gène qui sera 
exprimé en une protéine (séquence d'acides aminés). 
Il existe trois grandes approches pour construire des arbres phylogénétiques: la 
cladistique, la phénétique et la probabiliste. 
La cladistique cherche à établir des relations de parenté en s'intéressant aux
 
caractères (bases) dérivés partagés par les taxons; les méthodes util isées sont basées
 
sur le maximum de parcimonie.
 
La phénétique étudie la parenté entre les taxons en s'intéressant à leur degré de
 
similarité; les méthodes utilisées sont basées sur les distances.
 
La probabiliste ou maximum de vraisemblance évalue, en termes de probabilités,
 
l'ordre des branchements et la longueur des arêtes d'un arbre sous un modèle évolutif
 
donné. Les méthodes bayésiennes font aussi partie de cette approche.
 
Nous donnons ici quelques définitions de base concernant des arbres phylogénétiques 
et des métriques d'arbres, en suivant la terminologie de Barthélemy et Guénoche (1988, 
1991). La distance O(x,y) entre deux sommets x et y dans un arbre phylogénétique (i.e., arbre 
additif) T est définie comme la somme de toutes les longueurs des arêtes du chemin unique 
liant x et y dans T. Un tel chemin est noté (x,y). Une feuille est un sommet de degré un. 
Définition 1 
Soit X un ensemble fini de n taxons. Une dissimilarité d sur X est une fonction non-négative 
sur (XxX) telle que pour tout x,y appartenant à X: 
(1) d(x,y) = d(y,x), et 
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(2) d(x,y) = d(y,x) 2: d(x,x) = O. 
Définition 2 
Une dissimilarité d sur X satisfait la condition des quatre points si pour tout x, y, z, et w de X: 
d(x,y) + d(z,w)::::; Max { d(x,z) + d(y,w); d(x,w) + d(y,z) }. 
Définition 3 
Pour un ensemble fini X, un arbre phylogénétique (i.e., un arbre additif ou un X-arbre) est une 
paire ordonnée (T, cp) consistant en un arbre T, avec un ensemble de sommets V et une 
relation cp: X-' V, ayant la propriété que, pour tout x E X avec un degré d'au moins deux, x E 
cp(X). Un arbre phylogénétique est binaire si cp est une bijection de X dans l'ensemble de 
feuilles de T et que chaque sommet interne a un degré égal à 3. 
Le théorème principal relatant la condition des quatre points et la représentabilité d'une 
dissimilarité par un arbre phylogénétique (i.e., une phylogénie) est comme suit: 
Théorème 1 (Zarestskii, Buneman, Patrinos et Hakimi, Dobson) 
Toute dissimilarité satisfaisant la condition des quatres points peut être représentée par un 
arbre phylogénétique tel que pour tout x,y appartenant à X, d(x,y) est égale à la longueur du 
chemin liant les feuilles x et y dans T. Cette dissimilarité est appelée une distance d'arbre. Cet 
arbre est unique. 
x1 x2x2 x3 x4 x5
 
x1 6 6 4 2
 ~>--_2 --2----<1\x2 2 4 6
 
x3 4 6
 1 1 x3x5
x4 4 x4 
Figure 1.2 Exemple d'une distance d'arbre sur un ensemble X de 5 taxons et l'arbre 
phylogénétique associé. 
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1.4 L'évolution réticulée 
Plusieurs importants mécanismes phylogénétiques s'expliquent par le phénomène de 
l'évolution réticulée qui suppose des liens supplémentaires entre les espèces par rapport au 
modèle arborescent classique (Doolittle, 1999, Legendre 2000). L'évolution réticulée reflète 
la part de l'évolution des espèces qui ne peut pas être représentée correctement par le modèle 
de bifurcation utilisé classiquement en analyse phylogénétique. La figure 1.3 montre un arbre 
réticulé (ici un réticulogramme). Le trait ajouté entre les arêtes 1 et 2 représente une arête de 
réticulation ajoutée à l'arbre original. 
a c 
d 
Figure 1.3 Un arbre réticulé. 
Dans son célèbre article, Doolittle (1999) a mis l'accent sur le rôle de l'évolution réticulée, et 
plus précisément du transfert horizontal des gènes, dans l'évolution des bactéries, de même 
que des espèces plus complexes. La figure lA présentée par Doolittle montre que l'évolution 
des espèces se produit selon un modèle en réseau plutôt qu'un modèle en arbre. D'autre part, 
les spécialistes en biologie évolutive ont remarqué que des phénomènes très importants, tels 
que 1'hybridation et l' allopolyploïdie, ne correspondent pas au modèle d'évolution 
arborescente (Legendre, 2000, Lapointe, 2000). Le modèle d'évolution en réseau a été utilisé 
dans tous nos algorithmes pour la détection de transferts horizontaux de gènes décrits dans 
cette thèse. 
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Arbre Réseau réticulé 
Figure 1.4 Le réseau réticulé représenterait mieux l'histoire de la vie qu'un 
arbre phylogénétique classiq ue (Doolitt le, 1999). 
1.5 Le transfert horizontal de gènes 
Le transfert horizontal de gènes (THG) est un des mécanismes majeurs contribuant à la 
diversification des génomes microbiens. Le THG est dominant parmi les groupes variés de 
procaryotes (Doolittle, 1999). La compréhension du rôle clé joué par le THG dans l'évolution 
des espèces a été l'un des changements les plus fondamentaux dans notre perception de 
l'aspect général de la biologie évolutive (Doolittle et al., 2003; Koonin, 2003). Le THG peut 
poser plusieurs risques pour l'humain, incluant: l'insertion d'ADN transgénique dans les 
cellules humaines qui déclenche le cancer, des gènes résistants aux antibiotiques qui se 
propagent parmi des bactéries pathogènes, des gènes associés à des maladies se propageant et 
se recombinant pour créer de nouveaux virus ou de nouvelles bactéries (Ho, 2002). 11 existe 
trois principaux mécanismes, illustrés sur la figure 1.5, de transfert horizontal de gènes chez 










Figure 1.5 Trois mécanismes de transfert horizontal de gènes incluant la 
transformation, la conjugaison et la transduction. 
1.5.1 La conjugaison 
Le premier mécanisme est celui de la conjugaison où les organismes mettent au point un 
système qui leur permet de s'échanger du matériel génétique pour s'adapter à leur 
environnement. On peut observer ce phénomène lorsqu'une bactérie entre en contact avec un 
antibiotique hostile. Certains gènes subissent des mutations pour résister à l'antibiotique. Ces 
gènes sont par la suite transmis à d'autres bactéries. Le processus est le suivant : deux 
cellules entrent en contact et s'échangent une partie de leur matériel génétique via le 
cytoplasme. Ce mécanisme est particulièrement important entre des organismes d'une même 
espèce, mais il peut également avoir lieu entre des organismes faisant partie d'espèces 
différentes. 
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1.5.2 La transforma tion 
La transformation est le mécanisme le plus simple. Dans le milieu extérieur d'un organisme 
se trouvent des fragments d'ADN libre qui résultent en général de la mort d'un autre 
organisme. Un tel fragment d'ADN libre peut être intégré à l'intérieur d'une cellule 
particulière de l'hôte, et puis intégré au génome entier de l'hôte. Il y a donc un transfert 
horizontal entre deux espèces qui peuvent être différentes. 
1.5.3 La transduction 
La transduction est un transfel1 de matériel génétique (ADN chromosomique ou extra­
chromosomique ou ARN) par des bactériophages (ou virus attaquant les bactéries), dits 
transducteurs. Compte tenu de l'étroite spécificité existant entre les phages et les bactéries, 
ces transferts se font essentiellement entre des bactéries appal1enant à une même espèce ou à 
des espèces apparentées. Grâce aux phages, la transduction peut cependant se produire entre 
des souches bactériennes appartenant à des espèces phylogénétiquement éloignées. 
Ces trois mécanismes sont très fréquents chez les procaryotes et génèrent souvent des 
échanges massifs de matériels génétiques (Jain et al., 1999; Lake et Rivera, 2007). 
Néanmoins, le matériel génétique n'est pas forcément conservé par l'organisme hôte. Le gène 
ou le complexe de gènes transférés horizontalement doit être avantageux pour l'hôte. Dans la 
pl upart des cas, suite à un transfert horizontal de matériel génétique d'une espèce à l'autre, 
l'ADN correspondant ne procure pas d'avantage sélectif et le nouveau gène est rejeté par 
J'hôte. Dans d'autres cas plutôt rares, il y a l'acquisition, grâce à un gène transféré 
horizontalement, d'une nouvelle fonction (Keeling, 2009; Lawrence, 1999) ou d'une 
résistance aux antibiotiques. Dans le dernier cas, le gène transféré est conservé dans la 
population de l'hôte. 
1.5.4 Le transfert horizontal de gènes chez les eucaryotes 
Il existe aussi deux types distincts de transfert de gènes chez les eucaryotes: le 
transfert de gènes à partir des organites d'origine endosymbiotique dans le noyau de la cellule 
eucaryote (transfert de gènes endosymbiotique) et le transfert de gènes entre espèeces non­
apparentées (Anderson, 2005). 
Il 
Le transfert de gènes endosymbiotiques est largement reconnu comme une source 
importante de matériel génétique dans des lignées d'eucaryotes (Timmis et al., 2004). Tout 
d'abord, le matériel génétique étranger doit entrer dans la cellule, soit comme de l'ADN nu, 
soit avec la cellule qui abrite le gène. Une fois à l'intérieur, le gène doit être incorporé dans le 
noyau hôte et puis exprimer une protéine fonctionnelle. Pour que le matériel génétique 
étranger soit maintenu, la protéine doit produire une fonction qui est sélectionnée dans la 
population affectée. Intuitivement, il peut sembler très peu probable qu'un gène procaryote 
puisse être transféré avec succès à un eucaryote. Cependant, ['incorporation de matériel 
génétique étranger dans le noyau des eucaryotes se produit à un taux important; une grande 
quantité de matériel génétique des mitochondries a été incorporée dans les génomes 
d'eucaryotes, dont une partie a été montré fonctionnelle (Adams et Palmer, 2003). 
La présence de THG chez les eucaryotes est beaucoup plus controversée que chez les 
procaryotes. Doolittle (1998) a présenté l'hypothèse "vous êtes ce que vous mangez" pour 
décrire le mécanisme d'échanges par lequel les eucaryotes phagotrophes se nourrissant de 
bactéries pourraient intégrer des parties de leur matériel génétique au cours de J'évolution. 
Des cas de transferts de gènes ont été observés chez des eucaryotes non-phagotrophes, ce qui 
impliquerait d'autres mécanismes tels que le transfert par virus ou le contact physique 
impliquant des relations symbiotiques ou hôtes-parasites (Gogarten, 2003). 
1.5.5 Impact d'un THG sur une phylogénie 
De nombreuses incongruences peuvent être observées entre des phylogénies de gène et 
d'espèces. La figure 1.6 présente une phylogénie d'espèces et deux autres phylogénies pour 
des gènes 1 et 2 étudiés. La présence de deux transferts (entre C et A et entre B el F) rend les 
deux arbres de gène complètement incongruents. En effet, ils n'ont aucun nœud interne en 
commun et, donc, aucune histoire évolutive commune. Par conséquent, le mécanisme de 
transfert horizontal peut complètement altérer la topologie d'un arbre phylogénétique. 
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Figure 1.6 Incongruence des arbres de gène par rapport à l'arbre d'espèce, tiré 
de Philippe et aL (2003). 
CHAPITRE II 
DÉTECTION DES TRANSFERTS HORIZONTAUX DE GÈNES: ÉTAT DE L'ART 
2.1 Introduction 
Dans ce chapitre, nous présentons une revue de la littérature sur des méthodes et logiciels 
développés pour la détection et la visualisation de l'évolution réticulée. Après quelques 
généralités, nous présenterons plus en détail deux applications spécifiques à la détection des 
transferts horizontaux de gènes, LatTrans de Hallett et Lagergren (2001) et HGT-Detection 
(sa première version) de Boc et Makarenkov (2003). Dans notre projet doctoral, nous nous 
appuierons sur cette première version de l'algorithme HGT-Detection et les améliorations qui 
y ont été apportées dans Makarenkov et al. (2006). Enfin, nous présenterons les différents 
axes qui ont été suivis afin de mener à bien ce projet de recherche. 
2.2 L'évolution réticulée 
L'évolution réticulée a longtemps été négligée dans les analyses phylogénétiques. Les 
premières méthodes qui étudiaient les mécanismes de l'évolution réticulée sont apparues au 
milieu des années 70 (Sneath et al., 1975; Sonea et Panisset, 1976). Plusieurs méthodes ont 
été proposées pour identifier l'évolution réticulée dans les séquences de nucléotides. Celles-ci 
incluent: l'affichage de compatibilités (Sneath et al., 1975), des tests de regroupement 
(Stephens 1985), une approche de randomisation (Sawyer 1989) et une extension de la 
méthode de reconstruction d'arbres par parcimonie qui permet la recombinaison (Hein 1993). 
Rieseberg et Morefield (1995) ont développé un programme, RETICLAD, qui permet 
d'identifier les hybrides, fondé sur J'idée qu'ils combinent les caractères de leurs parents. 
Cependant, ce programme permet de trouver des réticulations seulement entre les arêtes 
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terminales d'un arbre. Rieseberg et Ellstrand (1993) ont montré des exemples où le 
programme semble bien fonctionner. La populaire méthode de décomposition en partitions 
(split-decomposition) rend possible la représentation des données sous la fome d'un split­
graphe révélant les conflits contenus dans les données (Bandelt et Dress, 1992a, 1992b). 
Dans un split-graphe, une paire de nœuds peut être reliée par un ensemble d'arêtes parallèles 
décrivant les hypothèses d'évolution alternatives. Une autre interprétation des split-graphes 
est qu'ils représentent en deux dimensions des similarités entre les espèces étudiées. Hallett 
et Lagergren (2001) ont montré comment le transfert horizontal de gènes pouvait être détecté 
en mesurant la différence topologique entre un arbre d'espèces et un arbre de gène. Bryant et 
Moulton (2002) ont introduit une méthode inférant un réseau, Ne ighborNet, permettant la 
reconstruction de réseaux phylogénétiques planaires. Chacune de ces méthodes a des 
propriétés qui la rend utile pour l'analyse de données particulières et elles ont toutes un rôle à 
jouer dans la détection et la caractérisation de l'évolution réticulée. Legendre et Makarenkov 
(2002) et Makarenkov et Legendre (2004) ont proposé d'utiliser les réticulogrammes pour 
détecter les réticulations dans des données évolutives. Ils ont développé une méthode basée 
sur les distances qui infère des phylogénies réticulées. Cette méthode utilise la topologie d'un 
arbre phylogénétique comme une structure de base sur laquelle on ajoute, au fur et à mesure 
et suivant un critère d'optimisation, des arêtes de réticulation pour construire un 
réticulogramme. Pami d'autres techniques d'inférence de réseaux phylogénétiques 
mentionnons: la parcimonie statistique (Templeton et al., 1992), le Netting (Fitch 1997), les 
réseaux médians (Bandelt et al., 1995 et 2000), les réseaux medians-joints (Foulds et al., 1979; 
Bandelt et al., 1999), la parcimonie à variance moléculaire (Excoffier et Smouse, 1994), les 
pyramides (Diday et Bertrand, 1986) et les hiérarchies faibles (Bandelt et Dress, 1989). 
2.3 Les méthodes de détection de transferts horizontaux de gènes 
Il existe deux principales approches pour identifier les gènes qui ont été transférés 
horizontalement. Premièrement, l'analyse du génome de j'hôte peut révéler des séquences 
avec un taux de GC anormal (Lawrence et Ochman, 1997). En supposant que ces séquences 
ne soient pas apparues par un processus de sélection, on peut en déduire qu'elles sont le 
résultat d'un transfert horizontal de gènes. Deuxièmement, la comparaison d'un arbre 
phylogénétique d'espèces avec une phylogénie basée sur un gène observé, et inférée pour le 
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même ensemble d'espèces, peut révéler des conflits topologiques qui sont explicables par des 
transferts horizontaux. Ces arbres d'espèces peuvent être basés sur la morphologie d'espèces 
ou sur des séquences génétiques réfractaires aux transferts horizontaux (e.g., ARNr 16S ou 
ARNr 23S). Les gènes ribosomiques peuvent être soumis au THG, mais à un taux 
relativement faible et peuvent donc souvent être utilisés comme une bonne approximation 
d'une phylogénie d'espèces en l'absence d'autres données (Acinas et al., 2004). 
Cette dernière approche a donné lieu à de nombreuses méthodes qui ont commencé à 
paraître au début des années 90. Les premières méthodes, utilisant des modèles basés sur des 
réseaux, ont été proposées par Hein (1990), von Haeseler et Church ill (1993), Page (1994) et 
Charleston (1998). Mirkin et al. (1995) ont mis en avant une méthode de réconciliation 
d'arbres qui combine différents arbres de gènes dans une unique phylogénie d'organismes. 
L'article de Moret et al. (2004) présente un survol de la modélisation des réseaux 
phylogénétiques. Maddison (1997), puis, Page et Charleston (1998), ont décrit un ensemble 
de règles d'évolution qui doivent être prise en compte quand on modélise les transferts 
horizontaux de gènes. 
Plusieurs méthodes proposées récemment utilisent l'approximation de la distance 
SPR (Subtree Prune and Regraft) qui est étroitement liée à l'inférence des THG. Cette 
distance donne le nombre de tranferts dans le scénario le plus parcimonieux (Beiko et 
Hamilton, 2006). Cependant, Bordewich et Semple (2004) ont montré que calculer la 
distance SPR entre deux arbres binaires enracinés est un problème NP-difficile. 
2.3.1 L'algorithme LatTrans 
Hallett et Lagergren (2001) et Addario-Berry et al. (2003) ont développé un modèle de 
transfert horizontal de gènes qui compare l'évolution d'un ensemble d'arbres de gènes et 
celle d'un arbre d'espèces. L'algorithme LatTrans, implémentant ce modèle, génère tous les 
scénarios avec une distance SPR minimale, ce qui est exponentiel sur le nombre de transferts. 
LatTrans procède par la réconciliation des arbres de gènes et d'un arbre d'espèces. Un certain 
nombre de contraintes ont été introduites dans le modèle pour rendre cette réconciliation 
biologiquement viable. Si une copie multiple d'un gène apparaît dans l'arbre d'espèces, 
l'algorithme l'interprète comme un possible transfert horizontal. Le scénario de transferts 
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horizontaux du gène rbcL inféré par LatTrans est présenté sur figure 2.1. Le modèle de 
HaHett et Lagergren (2001) inclut aussi un paramètre d'activité a qui définit le nombre de 
gènes autorisés à être actif en même temps. 
..- N rn ..- N rn c ID ID fi) ro 
ï:::: ï:::: rn ro ..... "­rn rn rn ro ~ O)C 0ID ID _ ro
'C 'C ..... 'C 'C ..... oE! ..c () ()ID ID ID ID Cl..
..... ..... ..... 
05« «0:: 
() t5 ro () () ro C 0
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"- >­
ID ID 0 ID ID rn ID (j Ü0 0 ..... 0 0 
..... ..... "- ..... ..... >- n:: 0 0 a.. 0 0 ü
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D... a.. a.. a.. [] 0 
Figure 2.1 Scénario de transferts du gène rhcL identifié par Hallett et Lagergren 
(2001). 
Cet algorithme est disponible à ['URL: http://cgm.cs.mcgill.ca/~Iaddar/lattrans/.Le 
programme en question inclut aussi une option permettant la recherche de scénarios selon une 
combinaison de modèles de transferts horizontaux et de duplication de gènes. 
2.3.2 L'algorithme HGT-Detection 
Dans Boe et Makarenkov (2003), nous avons présenté une approche permettant de détecter 
un scénario de THG en se basant sur la réconciliation métrique ou topologique d'un arbre 
d'espèces et d'un arbre de gène. Les améliorations de cette méthode ont été décrites dans 
Makarenkov et al. (2006). Nous avions alors présenté deux modèles d'évolution génétique 
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supposant le transfert d'une partie du gène (Modèle 1) et le transfert du gène au complet 
(Modèle 2). Nous avions supposé que les arbres phylogénétiques représentant l'évolution du 
gène considéré et celle des d'espèces ont déjà été construits (à l'aide de la méthode NJ de 
Saitou et Nei, 1987, par exemple). 
2.3.2.1 Description générale 
La figure 2.2 ci-dessous illustre les deux modèles considérés. Dans le premier cas, quand une 
partie du gène transféré du donneur est récupérée par l'espèce hôte, l'arbre phylogénétique 
d'espèces est transformé en réseau phylogénétique par l'ajout d'une arête orientée 
représentant le transfert du gène (figure 2.2, l'arbre du bas à gauche). Le deuxième modèle 
d'évolution considéré suppose que suite au transfert du gène au complet, l'arbre 
phylogénétique est transformé en un autre arbre phylogénétique (figure 2.2, l'arbre du bas à 
droite). 
2.3.2.2 Modèle 1 : Transfert partiel 
Sur la figure 2.2 (l'arbre du haut), l'arête en pointillé reliant les arêtes (3,4) et (2,C) 
représente un transfert horizontal de gène. Dans un arbre phylogénétique, il existe toujours un 
chemin unique reliant toute paire de sommets. Si Je modèle supposant un transfert partiel est 
considéré, l'addition d'une arête représentant un transfert horizontal crée un autre chemin 
entre certains sommets, en transformant l'arbre phylogénétique en réseau (figure 2.2, l'arbre 
du bas à gauche). Comme le gène qui continue d'évoluer vers l'espèce C comporte 
maintenant une partie du gène transféré de l'arête (3,4) et une partie originale provenant de 
l'espèce 2, la distance d'évolution entre l'espèce C et toute autre espèce dans ce graphe doit 
être calculée comme la somme des pal1ies des longueurs des chemins liant ces deux espèces. 
Ces chemins passent donc par l'arête (2,6) et par l'arête (7,6), voir figure 2.2 (l'arbre du bas à 
gauche). Plusieurs règles d'évolution ont été incorporées dans ce modèle pour permettre une 
meilleure interprétation biologique. Parmi ces règles, nous avons: la définition du sens de 
l'évolution - de la racine vers les feuilles, l'interdiction de transferts entre les arêtes situées 
sur la même lignée, l'interdiction de plusieurs transferts croisés entre deux lignées données, 
etc. (Boe et al., 2004; Makarenkov et al., 2004; Boc et al. 201 Oa). Ce modèle est plus 
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générique que le Modèle 2, qui suppose que le gène transféré du donneur supplante au 
complet le gène homologue de l'espèce hôte. 
Racine 
A B C D E F 
Transfert Partiel Transfert Complet 
Racine Racine 
A B C D E F A B C D E F 
Figure 2.2 Comparaison des deux modèles de transferts horizontaux. 
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Cependant, l'incorporation de nombreuses règles biologiques et la transformation de 
l'arbre phylogénétique en réseau font en sorte que le calcul des chemins dans le graphe 
orienté obtenu après l'ajout des arêtes de transferts horizontaux doit se faire par 
approximation (Makarenkov el al., 2006). L'utilisation des formules d'approximation permet 
d'effectuer Je calcul en temps polynomial. L'algorithme réalisant ce modèle utilise 
l'optimisation par les moindres carrés (Gauss, 1811) pour déterminer les transferts de gènes 
les plus appropriés sous les contraintes biologiques définies. 
Optimisation par les moindres carrés 
La figure 2.3 illustre un modèle général du transfert partiel. Le chemin de poids minimum 
entre les taxons i et} changera après l'ajout d'une nouvelle arête orientée (a,b), dirigée de b 
vers a. D'un point de vue biologique, il est plausible de considérer que le transfert horizontal 
de gène entre b et a affecte la distance évolutive entre le taxon i et'le taxon}, dont la position 
dans l'arbre phylogénétique est fixe, si et seulement si i est situé au dessous de l'arête de 





Figure 2.3 Modèle d'évolution impliquant des transferts partiels. 
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L'ensemble A(a,b) de toutes les paires de taxons telles que la taille minimum du chemin entre 
eux peut changer si un transfert (a,b) est ajouté à l'arbre d'espèces Test trouvé comme suit: 
Min {d(i,a) + d(j,b); d(j,a) + d(i,b)} < d(i,}), (1) 
où dei,}) est le chemin de taille minimum entre les taxons i et} dans T. Alors, A(a,b) est 
l'ensemble de toutes les paires de feuilles ij telles que dist(i,)) > 0 ; dist(i,j) indique la 
distance entre les nœuds a et b avant l'ajout du transfert. La fonction des moindres carrés à 
minimiser, avec 1comme variable inconnue, est de la forme suivante: 
Q(ab,l) = 2(Min{d(i,a)+d(J,b);d(J,a)+d(i,b)}+I-b(i,j))2 + 2(d(iJ) _b(i,j))2, (2) 
disl(ij»1 disl(ij)s/ 
où o(i,)) est le chemin de poids minimum entre les taxons i et} dans l'arbre de gène Tt. La 
fonction Q(ab,l) mesure le gain en ajustement quand l'arête (a,b) de longueur 1 est ajoutée à 
l'arbre d'espèces T. La complexité de cet algorithme est O(kn4) pour produire un scénario de 
THG avec k transferts pour n taxons. 
2.3.2.3 Modèle 2 : Transfert complet 
Les transferts horizontaux sont ajoutés dans l'arbre phylogénétique d'espèces en Je 
transformant ainsi en arbre phylogénétique du gène donné. Deux critères d'optimisation, 
topologique et métrique, ont été utilisés dans le calcul pour déterminer les transferts 
horizontaux les plus appropriés (Boe et Makarenkov, 2003). Nous avons considéré la 
distance de Robinson et Foulds (Robinson et Foulds, 1981), comme critère topologique, et les 
moindres carrés, comme critère métrique. À la première itération, le transfert diminuant le 
plus la distance de Robinson et Foulds entre l'arbre du gène et celui d'espèces est considéré 
comme le plus approprié. L'arête du transfert est par la suite ajoutée à l'arbre phylogénétique 
d'espèces et ainsi de suite. Comme dans ce modèle nous ne considérons que le transfert du 
gène au complet, l'arête reliant l'espèce affectée par ce transfert et son ancêtre direct est 
supprimée de l'arbre. Puisque l'ajout d'une arête de transfert est suivi par la suppression 
d'une arête, nous travaillons toujours avec un graphe connexe et sans cycles, qui est donc un 
arbre. Cette méthode nécessite également O(kn4 ) opérations pour ajouter k transferts dans 
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l'arbre phylogénétique à n espèces pour les deux critères - topologique et métrique. Le 
premier d'entre eux est le critère des moindres carrés (LS) défini par la fonction Qsuivante: 
Q= 22(d(i,j)-b(i,j))2 (3) 
1 J 
où dO'}) est la distance entre les espèces i et} dans l'arbre phylogénétique d'espèces Tet ô(i,j) 
est la distance entre les espèces i et} dans l'arbre de gène T' (construit pour le même 
ensemble d'espèces). 
Le second critère qui mesure la différence entre les phylogénies d'espèces et de gène 
est la distance topologique de Robinson et Foulds (1981). La distance de Robinson et Foulds 
(RF) représente le nombre minimum d'opérations élémentaires de contraction et d'expansion 
de nœuds nécessaires pour transformer un arbre phylogénétique en un autre. La figure 2.4 ci­
dessous illustre les deux opérations nécessaires pour transformer l'arbre T en l'arbre Tl. 
cA c D A c D A D 
E E B E 
T ~ 
Figure 2.4 La distance de Robinson et Foulds entre T et Tl est égale à 2. 
Quand la distance RF est considérée, nous pouvons l'utiliser comme un critère 
d'optimisation comme suit: toutes les transformations possibles de l'arbre d'espèces, 
consistant au transfert d'un de ses sous-arbres d'une arête vers une autre, sont évaluées en 
calculant la distance RF entre l'arbre d'espèces transformé Tl et l'arbre de gène T'. Le 
transfert de sous-arbres produisant la distance RF minimale est retenu. Notons que le 
problème demandant de trouver le nombre minimum de transferts de sous-arbres nécessaires 
pour transformer un arbre en un autre, aussi connu comme le problème de transfert des sous­
arbres, a été montré NP-complet (Hein et al., 1996). 
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Les modèles décrits dans Boc et Makarenkov (2003) ont été implémentés dans le 
logiciel T-Rex (Makarenkov, 2001 1). La méthode de détection du transfert complet améliorée 
décrit dans Makarenkov et al. (2006) a été implémentée dans la version Web de T-Rex et est 
accessible à l'adresse suivante: http://www.trex.uqam.ca. La figure 2.6 montre un exemple 
de résultat obtenu où deux transferts horizontaux sont détectés et incorporés dans une 
phylogénie de 40 espèces. Plusieurs exemples d'interfaces de la version Web de T-Rex sont 
présentés en Annexe A. 
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Anthlthamnlon r Radial 
AhnfalUa 
Porphyndlum r Proportlonal edoe rengths 
Cyanophora r Label Internai vertices 
Prochlon,n F Use lear namesSynech~ysUs t 
'---c= ~~C::~~~r1X : F ROOl wlth learlnode [4l 
. AJcaligenes Chr1 





l Thiobacillus fe 1 
Tlliobacillus-119659 
Chromalium l ­
. HydrogenavlbnO_l2- copy rte.e ln the 5vG formilt 






Figure 2.5 Un résultat du programme HGT-Detection inclus dans la version Web de T­
Rex. 
1 Même si la publication originale sur T-Rex date de 2001, nous y avons ajouté de nouvelles 
méthodes que nous avons développées plus tard. 
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2.3.3 Autres travaux dans le domaine des transferts horizontaux 
Mirkin et al. (2003) ont conçu un algorithme pour la réconciliation de modèles phylétiques 
avec un arbre d'espèces, en postulant la perte, l'émergence et le transfert de gènes. Ces 
auteurs ont montré que dans chaque situation, leur algorithme fournit un scénario d'évolution 
parcimonieux consistant à représenter dans un arbre phylogénétique d'espèces la perte et le 
gain de gènes. Hallett et al. (2004) ont introduit un modèle combinatoire incorporant des 
THG et des duplications. L'algorithme HorizStory, destiné à approximer la distance SPR 
entre des arbres phylogénétiques enracinés, et possiblement non binaires, a été décrit par 
MacLeod et al. (2005). Cet algorithme commence par éliminer des sous-arbres identiques 
dans les arbres de gène et d'espèces. Les opérations SPR sont ensuite exécutées 
récursivement jusqu'à la réconciliation complète des deux arbres. Beiko et Hamilton (2006) 
ont présenté l'algorithme Efficient Evaluation of Edit Paths (EEEP) recherchant un nombre 
minimum de transferts SPR entre deux arbres enracinés. L'approche adoptée par EEEP 
considère les bipartitions induites par les arêtes de l'arbre de référence et de l'arbre de test. 
La clé des comparaisons topologiques dans cet algorithme est la subdivision des bipartitions 
de l'arbre de référence dans celles qui sont concordantes et discordantes dans l'arbre de test. 
D'autre part, Nakhleh et al. (2005) ont développé l'heuristique RlATA-HGT basée sur une 
approche diviser pour régner. Than et Nakhleh (2008) ont montré que la dernière version de 
RlATA-HGT est considérablement plus rapide que LatTrans, alors que les deux algorithmes 
sont presqu'équivalents en termes de précision. Récemment, les premiers modèles 
probabilistes et parcimonieux des THG ont fait leur apparition. Csüros and Mikl6s (2006) ont 
introduit un modèle d'évolution de Markov d'une famille de gènes dans un arbre 
phylogénétique. Ce modèle inclut des paramètres pour le taux de THG, de duplication et de 
perte de gènes. Jin et al. (2006 et 2007) ont décrit deux nouveaux algorithmes pour inférer 
des THG, dans un cadre comprenant, respectivement, des modèles de maximum de 
parcimonie et de maximum de vraisemblance. 
Bien que toutes ces approches proposent des résultats exploitables, elles sont très 
sensibles aux types de données utilisées et aucunes d'elles n'apportent une solution complète, 
incluant la validation statistique des transferts obtenus, à la résolution du problème de 
détection des THG. Nous avons apporté une première pierre à l'édifice, en proposant une 
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procédure de validation des transferts obtenus, ainsi qu'un nouveau modèle de détection des 
transferts partiels. Ce dernier modèle est pour le moment très limité et demande à être 
amélioré d'un point de vue de la complexité algorithmique et de la viabilité biologique. 
2.4 Les objectifs du projet doctoral 
Dans le cadre de cette thèse, nous nous posons les objectifs suivants: le premier est de 
proposer un modèle robuste d'évolution prenant en compte le transfert horizontal de gènes. 
Ce modèle se basera sur la réconciliation des phylogénies d'espèces et de gène, tout en 
incorporant des règles d'évolution nécessaires. Le deuxième objectif est de proposer un 
algorithme général permettant de procéder à la détection des transferts horizontaux de gènes, 
en se basant sur le modèle d'évolution défini. Cet objectif sera réalisé en trois étapes. 
Étape 1 : Développer un algorithme permettant la détection d'un scénario de transferts 
complets d'un gène. Nous avons identifié les points suivants comme étant les caractéristiques 
importantes d'un tel algorithme: 
1) Complexité algorithmique réduite: en maintenant la complexité polynomiale, on s'assure 
de pouvoir exécuter l'algorithme dans un temps raisonnable et ainsi d'effectuer des études à 
grande échelle. 
2) Viabilité biologique des transferts détectés: un transfert horizontal de gènes est un 
mécanisme naturel qui répond à certaines règles d'évolution. Chaque THG proposé par notre 
algorithme doit respecter ces règles. 
3) Validation des THG détectés: chaque transfert horizontal détecté doit être accompagné 
d'un score de bootstrap indiquant sa fiabilité. Ce point est particulièrement impoltant, car il 
est inconcevable aujourd'hui de générer des solutions sans y associer un taux de confiance. 
Étape 2 : Général iser cet algorithme pour considérer des transferts partiels d'un gène. Cette 
méthode sera aussi applicable à des génomes complets ou à des ensembles de gènes. 
Étape 3 : Appliquer les méthodes développées à des domaines connexes, par exemple pour 
modéliser des échanges de mots en biolinguistique. 
CHAPITRE III
 





Dans ce chapitre, nous décrivons un nouvel algorithme efficace pour l'inférence et la 
validation des transferts horizontaux de gènes développé dans le cadre du Modèle 1 
(transferts complets). Tout d'abord, nous allons introduire et étudier une nouvelle mesure de 
comparaison entre deux phylogénies : la dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et al., 
2007; Boe et al., 20\Oa). Cette mesure de proximité entre deux arbres phylogénétiques peut 
être considérée comme un raffinement de la distance RF (Robinson et Foulds, 1981) qui 
prend en compte seulement les bipartitions identiques entre les phylogénies comparées. Nous 
montrerons que l'utilisation de la dissimilarité de bipaltitions (BD) comme critère 
d'optimisation offre d'importantes améliorations sur les mesures bien connues telles que les 
moindres carrés (LS), la distance de Robinson et Foulds (RF) et la distance de quartets (QD). 
Nous décrirons alors l'algorithme proprement dit de détection des THG complets. Par la 
suite, une procédure de validation évaluant la fiabilité des transferts obtenus sera présentée, 
puis une comparaison des performances du nouvel algorithme utilisant le critère 
d'optimisation BD avec celles de LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et RJATA-HGT 
(Nakhleh et al., 2005; Than et Nakhleh, 2008) sera effectuée. Ces trois algorithmes seront 
comparés en termes de taux de transferts détectés et de temps d'exécution. Enfin, notre 
algorithme sera appliqué à deux jeux de données réelles, le premier, traitant de l'évolution du 
gène rp1l2e originalement considéré par Matte-Tailliez et al. (2002) et le second, étudiant 
l'évolution des séquences PheRS originalement considéré par Woese et al. (2000). 
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3.2 Nouvel algorithme pour l'inférence et la validation des THG 
Le nouvel algorithme pour la détection des transferts horizontaux de gènes procède par une 
réconciliation progressive d'une phylogénie d'espèces enracinée et d'une phylogénie d'un 
gène, notées respectivement T et T'. À chaque étape de l'algorithme, plusieurs paires d'arêtes 
de T sont testées pour évaluer l'hypothèse qu'un THG se soit produit entre elles. Le modèle 
de THG fonctionne dans les deux cas suivant: (1) quand le gène transféré supplante le gène 
orthologue du génome receveur; et (2) quand le gène transféré, absent du génome receveur, y 
est ajouté. 
L'arbre phylogénétique d'espèces original T est graduellement transformé en l'arbre 
phylogénétique du gène T' par une série d'opérations SPR (i.e., THG). Le but étant de 
trouver la plus petite séquence possible d'arbres T, h h ... , T' qui transforme T en T'. Un 
certain nombre de contraintes d'évolution doit être pris en compte car un THG exige que les 
espèces source et destination soient contemporaines. 
Par exemple, le transfert sur une même lignée (figure 3.la) et les transferts qui se 
croisent tel qu'illustré à la figure 3.1 b-d, conduisent à des scénarios inappropriés et doivent 
être interdits (voir aussi Maddison, 1997 ; Page et Charleston, 1998 ou Hallett et Lagergren, 
2001). 
Le problème du calcul de la distance SPR est connu comme étant NP-difficile pour les 
arbres enracinés et non-enracinés. La première preuve de cette complexité, dans le cas des 
arbres non-enracinés a été donnée par Hein et al. (1996). Cependant, Allen et Steel (2001) 
l'ont trouvé incorrecte. Ils ont montré que le problème similaire de la distance TBR (Tree 
Bisection and Reconnection) était aussi NP-difficile. Hickey et al. (2006) ont alors produit 
une preuve complète pour les arbres non-enracinés. Par ailleurs, Bordewich et Semple (2004) 
ont montré que calculer la distance SPR entre des arbres binaires enracinés ou non-enracinés 






Figure 3.1 Cas de figures où un transfert de gène est interdit. Cas a : les transferts 
entre les branches situées sur la même lignée doivent être interdits. Cas b, c et d : les 
transferts croisés comme suit, doivent aussi être interdits. Une branche est représentée 
par une ligne droite et un chemin par une ligne ondulée. 
- -
28 
3.2.1 La dissimilarité de bipartitions et autres critères d'optimisation 
Nous considérons quatre critères d'optimisation qui peuvent être utilisés pour sélectionner les 
meilleurs THG à chaque étape de l'algorithme. Le premier d'entre eux est le critère des 
moindres carrés (voir la formule 3 au chapitre Il). 
Le second critère qui peut être utilisé pour évaluer l'écart entre les phylogénies d'espèces et 
de gène est la distance topologique de Robinson et Foulds (RF) (Robinson et Foulds, 1981). 
Le troisième critère considéré, la distance de quartets (QD), est le nombre des quartets, sous­
arbres induits par quatre feuilles, qui diffèrent entre les arbres comparés. Nous pouvons 
utiliser ces critères comme suit pour déterminer le meilleur THG à chaque pas de 
l'algorithme. Quand plusieurs transformations de l'arbre d'espèces, consistant en des 
opérations SPR entre ses sous-arbres, sont évaluées, celle qui fournit la valeur minimale du 
critère sélectionné mesuré pour l'arbre d'espèces transformé Tl et l'arbre de gène T'est 
retenue. 
Le quatrième critère d'optimisation, la dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et 
aL, 2007 ; Boe et aL, 201 Oa), est défini comme suit. Sans perte de généralité, nous assumons 
que Tet T' sont des arbres phylogénétiques binaires avec le même ensemble de feuilles, c'est­
à-dire, espèces ou taxons. Un vecteur de bipartitions d'un arbre Test un vecteur binaire induit 
par une arête de T. Soit BT la table de bipartitions des arêtes internes de l'arbre T (c'est-à­
dire, la table incluant tous les vecteurs de bipartitions induits par les arêtes internes de T) et 
BT' la table de bipartitions des arêtes internes de l'arbre T'. La dissimilarité de bipartitions 
bd entre Tet T'est calculée comme suit: 
bd = (~ Min (Min (d(a, b);d(a, b») + ~ Min (Min (d(b,a);d(b,~))))/2 (1)
I:.EBT' aEBT ' 
T' 
où d(a,b) est la distance de Hamming (Hamming, 1950) entre les vecteurs de bipartitions a et 
b, et a et b sont les compléments de a et b, respectivement. Une telle mesure représente un 
raffinement de la mesure RF qui prend en compte seulement les bipartitions identiques. Par 
exemple, la dissimilarité de bipartitions entre les arbres Tet T'avec 6 feuilles (figure 3.2) est 
calculée comme suit: bd(T,T')= ((2 + 1 + 2) + (2 + 1 + 1))/2 = 4,5. lei, la distance de 
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Hamming minimale entre les bipartitions (directe et son complément) correspondantes à 
['arête a et tous les vecteurs de la table de bipartitions BT' est 2. C'est la distance entre les 
vecteur a et ! , et a et d (dans la figure 3.2, seule l'association entre a et ! est représentée 
par une flèche). Pour la bipartition b, cette distance est 1 (la distance entre b et d) et pour la 
bipartition c, cette distance est 2 (la distance entre c et d). De la même façon, la distance 
-
minimale entre la bipartition e et toutes les bipartitions de BT est 2 (avec b), pour la 
-
bipartition! cette distance est 1 (avec b aussi) et pour la bipartition d, elle est égale à 1 (avec 
b). 
4 6 4 3 2T T' 
a b c d e 
5 2 3 6 5 
2-___ 2a 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 e 
b 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 f 
c 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 d~~ ~:
 
Figure 3.2 Les arbres Tet T' et leur table de bipartitions. Chaque ligne de la table de 
bipartitions correspond à une branche interne de l'arbre. Les flèches indiquent les 
associations entre les vecteurs de bipartitions dans les deux tables. La valeur en gras 
proche de chaque vecteur représente la distance associée. 
Cet exemple montre que plusieurs vecteurs de bipartitions de la première table de bipartitions 
peuvent être associés au même vecteur de bipartitions de la seconde table, par exemple, d, e 
et! sont associés à b (ou b), et b et c sont associés à d (figure 3.2). JI est important de 
mentionner que la dissimilarité de bipartitions n'est pas toujours une distance (i.e., une 
métrique). Pour les arbres avec cinq feuilles et plus, il est possible d'exhiber trois topologies 
d'arbres pour lesquelles l'inégalité triangulaire n'est pas respectée. 
Les propositions 1 et 2 ci-dessous établissent quelques propriétés intéressantes de la 
dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et al., 2007; Boc et al., 201 Oa). Ainsi, la proposition 
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1 énonce la condition suffisante assurant qu'une dissimilarité de bipartitions (BD) satisfasse 
l'inégalité triangulaire (et soit donc une distance), alors que la proposition 2 établit la valeur 
maximale de BD en fonction du nombre de feuilles. La bipartition a d'un arbre T est associée 
à la bipartition b d'un arbre T' (cette association est notée a ---t b), si la distance de Hamming 
entre les vecteurs de bipartitions correspondant à a et à b est la plus petite de toutes les 
distances possibles calculées entre tous les vecteurs de bipartitions de T'. 0 
Proposition 1. Soit h T2 et T3 des arbres phylogénétiques avec le même nombre d'arêtes 
internes et le même ensemble de feuilles. Si pour chaque paires de bipartitions a et bd' 
arbres différents : a ---t b implique que b ---t a, et que pour chaque triplet de bipartitions 
aE h bE T2 et cE h· a ---t b et b ---t C implique que a ---t c, alors l'inégalité triangulaire 
bd(Tj , T2) :::: bd(h T3) + bd(T2, T3) est satisfaite. 
Preuve. D'une part, en considérant la première partie de l'énoncé de la proposition: 
bd ('Tj , T2 ) = ( 2: d(a, b) + 2: d(b,a))/2 = 2: d (a,b), 
d33Tj, l:EBT2, d3371, 
(l:EBT2)-+a (dCBT])-+b (l:EBT2)-+a 
où (aEBT} et bEBr; ~ a) signifie que la somme est prise pour tous les vecteurs a de la 
table de bipartitions BT) correspondant à l'arbre Tl et tous les vecteurs b associés à ces 
vecteurs a. De façon similaire: 
bd(T]> T3 ) = ( 2:d(a, c) + 2: d(c,a))!2 = 2:d(a,c), et 
uEBTj, lfd3T3, uEBTi, 
(cEET3)-+a (cEE7j )-+a (cEET3)-+a 
bd(T2 ,T3 )=( 2:d (b,c) + 2: d(c,b))/2 = 2: d (b,c). 
liEBT2, cEET3, lfd3T2, 
(cEBT3)-+b (lfd3T2)-+c (cEET3)-+b 
Cons idérons les trois sommes suivantes : l,~(a,b), li~(a,c) et Ji~(b,c). 
(bEBT1 )->0 (GEB7; )->0 (cEEI; )->b 
Comme la distance de Hamming, d, satisfait l'inégalité triangulaire, pour chaque terme d(a,b) 
- - -
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de la première somme, nous avons le terme d(a,c) de la seconde somme et le terme d(b,c) de 
la troisième somme tels que: d(a,b) :s d(a,c) + d(b,c). Comme chacun des vecteurs de 
bipartitions inclus dans les tables de bipartitions Bh BT2 et BT3 n'apparait seulement qu'une 
fois dans chacune des trois sommes, nous concl uons que: bd(h T2) :s bd(Ti , T3) + bd(h T3). [J 
Proposition 2. La valeur de la dissimilarité de bipartitions entre deux arbres 
phylogénétiques définis sur le même ensemble de n feuilles varie entre 0 et n(n-3)/2 si n est 
pair et entre 0 et (n-l)(n-3)/2 si n est impair. 
Preuve. Pour chaque paire de vecteurs binaires a et b de taille n, la valeur maximale de la 
quantité Min (d(a,b);d(a,b)), où d(a,b) est la distance de Hamming entre a et b et a et b 
sont leurs compléments, est n/2 quand n est pair et (n-l )/2 quand n est impair. D'autre part, le 
nombre maximal d'arêtes internes dans un arbre phylogénétique (c'est-à-dire, le nombre de 
lignes dans la table de bipartitions correspondante) avec n feuilles est n-3. Par conséquent, 
selon la formule 1, la valeur maximale de la dissimilarité de bipartitions entre deux arbres de 
n feuilles est n(n-3)/2 si n est pair et (n-l)(n-3)/2 si n est impair. 0 
3.2.2 La contrainte de sous-arbres 
Dans cette section nous discutons d'une des caractéristiques principales du nouvel algorithme 
d'inférence de transferts horizontaux de gènes. Considérons un THG dans l'arbre d'espèces T, 
allant de a à b et le transformant en un arbre TI (voir la figure 3.3). La contrainte suivante est 
énoncée: pour permettre le THG entre les arêtes (x,y) et (z,w) de l'arbre d'espèces T, le clade 
consistant en le sous-arbre enraciné par l'arête (x,a), et incluant les nœuds y et w dans TI, doit 
être présent dans l'arbre de gène T' (Makarenkov et al., 2006 ; Boe et aL, 201 Oa). 
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Figure 3.3 Illustration de la contrainte de sous-arbres. Le transfert entre les branches 
(xV') et (z,w) dans l'arbre d'espèces T est permis si et seulement si les sous-arbres 
enracinés par les branches (x,a) et (z,w), ainsi que leur regroupement enraciné par (x,a), 
sont présents dans l'arbre de gène T'. 
Une telle contrainte, appelée ici, contrainte de sous-arbres, nous permet tout d'abord 
d'arranger les conflits topologiques entre T et T, qui sont dus aux transferts entre les ancêtres 
des espèces contemporaines, qui sont plus facile à détecter, puis d'identifier les transferts 
apparus plus profondément dans la phylogénie. En outre, 1'util isation de la contrainte de sous­
arbres permet de prendre en compte automatiquement toutes les contraintes d'évolution 
requises (figure 3.1) car les deux sous-arbres impliqués dans le THG doivent être présents dans 
l'arbre de gènes T', ainsi que le nouveau sous-arbre qu'ils forment après le transfert (figure 
3.3). En effet, si les THG sur une même lignée (figure 3.1a) où les transferts croisés présentés 
sur la figure 3.1 (b-d) étaient permis, la contrainte de sous-arbres ne serait pas respectée (le 
lecteur est renvoyé à la section de discussion où tous les avantages apportés par cette contrainte 
sont résumés). 
Les deux théorèmes suivants établissent quelques propriétés des bipartitions dans le 
contexte des THG satisfaisant la contrainte de sous-arbres. Ces propriétés sont utilisées dans 
l'algorithme de détection des transferts horizontaux décrit ci-après. 
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Théorème 1. Si le sous-arbre Subyw nouvellement formé et résultant du THG (à savoir le 
sous-arbre enraciné par l'arête (x,a) dans lafigure 3.3) est présent dans l'arbre de gène T', 
et que le vecteur de bipartitions associé à l'arête (x,x,) dans l'arbre d'espèces transformé T, 
(figure 3.4) est présent dans la table de bipartitions de r, alors le THG de (x,y) à (z,w), 
transformant T en h fait partie d'un scénario de coût minimal qui transforme T en T'et qui 
satisfait la contrainte de sous-arbres. 
x' x z z' 
y 
Figure 3.4 Le transfert entre les arêtes (xJ') et (zJ') fait partie du scénario de coût 
minimal. Un scénario de coût minimal transforme l'arbre d'espèces T en l'arbre de 
gène T' si la bipartition correspondante à la branche (X,xl) dans l'arbre transformé TI 
est présente dans la table de bipartitions T' et le sous-arbre Subyw est présent dans T'; 
(Théorème 2) tout scénario de coût minimum transforme l'arbre d'espèces T en l'arbre 
de gène T' si toutes les bipartitions correspondantes aux branches du chemin (x' ,z') 
dans l'arbre d'espèces TI sont présentes dans la table de bipartitions de T' et le sous­
arbre Subyw est présent dans l'arbre T'. 
Preuve. Les quatre cas possibles menant à la formation du sous-arbre Subyw sont les 
suivants: 1) Le THG de (x,y) à (z,w); 2) Le THG de (z,w) à (x,y); 3) le THG de (x ',x) à (z,z '); 
4) le THG de (z,z ') à (x ',x). Quand le chemin (x,z) dans T comprend au moins deux arêtes, les 
THG correspondant aux cas (3) et (4) ne produiront pas le sous-arbre Subyw, mais amèneront 
les sommets x et z plus proche l'un de l'autre, réduisant ainsi le nombre d'arêtes du chemin 
(x,z). Les THG (3) et (4) induiront la bipartition b, qui sera présente dans la table de 
bipartitions de l'arbre de gène T' en raison de la contrainte de sous-arbres, telle que les 
feuilles du sous-arbre situées à la gauche de x' et celles situées à la droite de z' (figure 3.4) se 
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trouvent du même côté (e.g., elles sont notées par 1 dans la table de bipartitions de T), alors 
que les feuilles du sous-arbre localisées en dessous des sommets y et w se trouvent de l'autre 
côté (e.g., elles sont notées par 0 dans la table de bipartitions de T'). 
Selon les conditions du théorème, la bipartition correspondant à l'arête (x,x,) dans 
l'arbre TI obtenu à partir de l'arbre d'espèces initial Tsuite au THG de (x,y) à (z,w), et notée 
ici b), est aussi présente dans la table de bipartitions de T'. Cela signifie que les feuilles 
situées à la gauche de x' et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w se 
trouvent dans la même partie de la bipartition, alors que les feuilles du sous-arbre situé à la 
droite de z' se trouvent dans l'autre partie (figure 3.4). Évidemment, les bipartitions b et b l ne 
sont pas compatibles (i.e., elles ne peuvent pas être présentes ensemble dans la même table de 
bipartitions associée à un arbre phylogénétique) ce qui signifie que les THG de (x ',x) à (z,z') 
et de (z,z') à (x ',x) sont impossibles. En outre, le THG de (z,w) à (x,y) est possible seulement 
quand le chemin (x,z) dans T consiste en une arête unique (dans le cas des THG opposés, les 
transferts de (x,y) à (z,w) et de (z,w) à (x,y) mèneront à la même transformation topologique 
de T) car ce THG induirait une bipartition, notée ici b2, qui est incompatible avec b l si le 
chemin (x,z) dans T contient au moins deux arêtes. En effet, dans b2 , les feuilles du sous-arbre 
situé à la droite de z' et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w se 
trouvent dans la même partie de la bipartition, alors que les feuilles du sous-arbre situé à la 
gauche de x' se trouve dans l'autre partie. Par conséquent, le THG de (x,y) à (z,w) est 
nécessaire pour transformer T en T'. La seule exception serait le cas du THG opposé, de (z,w) 
à (x,y), qui est possible seulement si le chemin (x,z) ne contient qu'une seule arête. Dans ce 
cas, les THG opposés mèneront à la même transformation topologique et aucun d'entre eux 
ne fera partie d'un scénario de THG de coût minimal transformant T en T' et respectant la 
contrainte de sous-arbres. 0 
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Théorème 2. Si le sous-arbre Subyw nouvellement formé et résultant du THG (i.e. le sous­
arbre enraciné par l'arête (x,a) sur laflgure 3.3) est présent dans l'arbre de gène T', et que 
tous les vecteurs de bipartitions associés aux arêtes du chemin (x ',z ') dans l'arbre d'espèces 
transformé TI (figure 3.4) sont présents dans la table de bipartitions de T', et que le chemin 
(x ',z') dans TI comprend au moins 3 arêtes, alors le THG de (x,y) à (z, w), transformant T en 
h fait partie de n'importe quel scénario de THG de coût minimal transformant T en T' et 
satisfaisant la contrainte de sous-arbres. 
Preuve. Les vecteurs de bipartitions correspondant aux arêtes (x ',x) et (z,z ') de l'arbre 
d'espèces Tl obtenu à partir de T après le THG de (x ,y) à (z,w) sont aussi présents dans la 
table de bipartitions de l'arbre d'espèces T et de l'arbre de gène T'. Alors, les quatre cas 
possibles menant à la formation du sous-arbre Subyw sont les suivants: 1) un THG de (x ,y) à 
(z,w); 2) un THG de (z,w) à (x,y); 3) un THG de (x ',x) à (z,z'); 4) un THG de (z,z') à (x ',x). 
Quand le chemin (x,z) dans T comprend deux arêtes ou plus, les THG correspondant aux cas 
(3) et (4) ne produiront pas le sous-arbre Subyw, mais amèneront les sommets x et z plus 
proches l'un de l'autre en réduisant le nombre d'arêtes du chemin (x,z). Selon l'énoncé du 
théorème, toutes les bipartitions du chemin non-vide (x,z) dans Tl obtenues à partir de l'arbre 
d'espèces initial T après le THG de (x,y) à (z,w) sont aussi présentes dans la table de 
bipartitions de l'arbre de gène T'. Par conséquent, les feuilles du sous-arbre situé à la gauche 
de x' et celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w (figure 3.5) se trouvent 
dans la partie différente (e.g., elles sont notées par des 1 dans la table de bipartitions de T') de 
ces bipartitions que les feuilles du sous-arbre situé à la droite de z' (e.g., elles sont notées par 
des 0 dans la table de bipartitions de T'). Cela signifie qu'il n'y a pas de bipartitions dans T' 
comprenant toutes les feuilles situées dans les sous-arbres à la gauche de x' et à la droite de 
z', ni celles des sous-arbres situés en dessous des sommets y et w. Alors, le THG de (x ',x) à 
(z,z'), le cas (3), ainsi que le THG inverse de (z,z') à (x ',x), le cas (4), violeront la contrainte 
de sous-arbres. Évidemment, tout THG des arêtes (x ',x) et (z,z ') aux arêtes du chemin (x,z) 
violera aussi la contrainte de sous-arbres. 
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Figure 3.5 Le transfert entre les arêtes (x,y) et (z,w) fait partie du scénario de coût 
minimal transformant T en T' si toutes les bipartitions des arêtes du chemin (x',z') dans 
l'arbre d'espèces transformé Tl sont présentes dans la table de bipartitions de T'et que 
le sous-arbre Subyw est présent dans T'. 
À cet effet, ni le THG de (x,y) vers (z,w) ni le THG opposé de (z,w) vers (x,y) ne fait 
partie du scenario de transferts de coût minimal transformant T en T'et satisfaisant la 
contrainte de sous-arbres. Après le THG allant de (x,y) vers (z,w), tous les vecteurs de 
bipartitions correspondant aux arêtes du chemin non-vide (x ',z '), dans la figure 3.5, seront 
présents dans la table de bipartitions de T', et aucun d'entre eux dans le cas du THG opposé 
de (z,w) vers (x,y). Comme les bipartitions associées aux arêtes (X"X'+I) et (Xi+hXi+2), où i = 
0, ... , k-l, et Xo = x' et Xk+1 = z', (figure 3.5), sont présentes dans la table de bipartitions de T', 
la bipartition associée aux arêtes (Xi+h y;+I) est aussi présente dans la table de bipartitions de 
T'. Cela signifie que les sous-arbres enracinés par les arêtes allant de (XhYI) à (Xk,Yk) peuvent 
être arrangés indépendamment (selon la topologie de l'arbre de gène T'), si ce n'est pas déjà 
fait, les uns des autres, et du reste de l'arbre TI (i.e., les opérations SPR seront effectuées 
seulement dans les sous-arbres et celles entre les sous-arbres ne seront pas nécessaires). De la 
même manière, dans un scénario de coût minimal, les arrangements des sous-arbres situés à 
la gauche de X' et ceux situés à la droite de z' (figure 3.5) doivent êtres faits indépendamment 
du reste de l'arbre et prendront le même nombre minimal d'opérations SPR dans le cas du 
THG entre (x,y) et (z,w) et du THG opposé entre (z,w) et (x,y). Par conséquent, dans le cas du 
THG opposé de (z,w) vers (x,y), la transformation SPR de J'arbre TI en l'arbre de gène T' 
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prendra au moins une opération SPR de plus, nécessaire pour arranger les arêtes du chemin 
(x,z), que dans le cas du THG de (x,y) à (z,w). 1 
3.2.3 Algorithme d'inférence des transferts horizontaux de gènes complets 
Les principales étapes de l'algorithme, appelé HGT-Detection, prévues pour fournir une série 
de transformations SPR de coût minimal d'un arbre d'espèces donné en un arbre de gène 
donné sont les suivantes: 
Étape préliminaire. Inférons les arbres d'espèces et de gène, notés respectivement par T et T', 
dont les feuilles sont étiquetées avec le même ensemble de n espèces. Les deux arbres doivent 
être enracinés en fonction d'évidences biologiques. Si aucune évidence plausible pennettant 
d'enraciner les arbres n'est disponible, les stratégies d'enracinement par outgroup (en utilisant 
un groupe des espèces extérieur au groupe étudié) ou midpoint (en utilisant l'arête médiane de 
l'arbre) peuvent être utilisées. Un enracinement correct des arbres est essentiel car une 
mauvaise position de la racine dans l'arbre d'espèces ou de gène mènera à l'inférence de 
transferts étant faux positifs ou faux négatifs. S'il existe des sous-arbres identiques avec au 
moins deux feuilles appartenant à T et T', la taille du problème peut être réduite en remplaçant 
ces sous-arbres identiques par la même arête auxiliaire dans T et T'. 
Étape k. Considérons tous les transferts possibles entre les paires d'arêtes de l'arbre d'espèces 
Tk_1 (Ta = Tà l'étape 1), sauf les transferts entre les paires d'arêtes adjacentes et ceux qui violent 
la contrainte de sous-arbres. 
Entre tous les THG éligibles, recherchons ceux qui satisfont les conditions du 
Théorème 2, en premier, et du Théorème l en second. 
Effectuons les opérations SPR correspondant à ces THG, qui transforment l'arbre Tk_1 
en l'arbre Tk • Si de tels THG n'existent pas, effectuons toutes les transformations SPR 
correspondant aux transferts satisfaisant la contrainte de sous-arbres. 
À chaque étape, de multiples opérations SPR (i.e., de multiples THO) peuvent être 
effectuées. La direction de chaque THG est déterminée en utilisant le critère 
d'optimisation sélectionné qui peut être dans notre cas: les moindres carrés (LS), la 
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distance de Robinson et Foulds (RF), la distance de quartets (QD) ou la dissimilarité de 
bipartitions (BD). Entre deux THG opposés, l'algorithme choisit le transfert qui 
minimise la valeur du critère d'optimisation sélectionné, calculé pour l'arbre d'espèces 
transformé et l'arbre de gène T'. 
Réduisons la taille des arbres d'espèces et de gène, en transformant en des arêtes 
uniques les sous-arbres identiques, nouvellement formés, dans l'arbre d'espèces Tk et 
dans J'arbre de gène T'. 
Condition d'arrêt, complexité algorithmique et procédure d'élimination des transferts 
inutiles. 
La procédure s'arrête quand le coefficient RF, LS, QD ou BD est égal à O. En raison de la 
procédure de réduction progressive de la taille des arbres d'espèces et de gène et de la 
possibilité d'identifier de multiples transferts à chaque étape, la complexité temporelle de 
l'algorithme proposé est O(kn3) pour inférer k transferts servant à réconcilier une paire de 
phylogénies d'espèces et de gène avec n feuilles. 
Une fois les arbres d'espèces et de gène réconciliés, une procédure d'élimination des 
transferts inutiles (un transfert inutile, ou redondant, est un transfert dont la suppression ne 
change pas la topologie de l'arbre de gène résultant) est appliquée. Par exemple, en considérant 
le scénario de transferts montré à la figure 3.13, le transfert entre Methanoccocus jannashii et le 
clade de cinq taxons, incluant Archaeoglobus fulgidus, effectué comme THG numéro 4, serait 
un transfert inutile (i.e., ce THG serait annulé par les opérations SPR 4 et 5 présentées à la 
figure 3.13). Si un scénario de k transferts est trouvé par l'algorithme, la procédure 
d'élimination teste les (k-I) sous-scénarios possibles de transferts tels que dans chacun d'eux 
un des transferts initialement trouvés est éliminé. Si aucun des (k-I) sous-scénarios ne mène au 
même arbre de gène, alors la procédure s'arrête sans éliminer de transferts. Autrement, le 
premier sous-scénario avec (k-l) transferts qui mène au même arbre de gène est retenu, et tous 
les sous-scénarios avec (k-2) transferts sont testés de la même manière. La procédure s'arrête 
quand aucun THG inutile ne peut plus être trouvé. La proposition suivante établit deux 
propriétés intéressantes reliées à la contrainte de sous-arbres. 
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Le schéma algorithmique complet de HGT-Detection est présenté dans l'annexe B.l. 
Proposition 3. Si la contrainte de sous-arbres est appliquée à toutes les étapes de 
l'algorithme, alors: 
1) L'algorithme de détection a au plus n-3 étapes, et nécessite au plus n-3 transferts (i.e., n-3 
opérations SPR), pour transformer un arbre binaire d'espèces T avec nfeuilles en un arbre 
binaire de gène T' défini sur le même ensemble de feuilles. 
2) L'arbre de gène T'est toujours retrouvé à la dernière étape de l'algorithme (i.e., Tk=T', 
en assumant que l'étape k est la dernière étape de l'algorithme) peu importe le critère 
d'optimisation sélectionné (RF, LS, QD ou BD). 
La preuve de cette proposition est basée sur le fait que Je nombre maximal d'arêtes internes 
dans un arbre phylogénétique à n feuilles est n-3, et que chaque opération SPR satisfaisant la 
contrainte de sous-arbres (Makarenkov et al., 2006 ; Boc et aL, 201 Oa) crée au moins une 
nouvelle arête interne dans l'arbre d'espèces transformé (e.g., l'arête (x,a) dans la figure 3.3), 
qui existe déjà dans l'arbre de gène T'. Aussi, tant que les topologies de l'arbre d'espèces 
transformé et de l'arbre de gène sont différentes, il existe au moins deux opérations SPR 
(incluant les transferts opposés), satisfaisant la contrainte de sous-arbres, qui peuvent être 
effectuées. Le lecteur est aussi référé à Bordewich et al. (2009; Théorèmes 3.1 et 4.1), où les 
auteurs prouvent l'existence d'une séquence d'opérations SPR, transformant T en T', dans le 
sens où n'importe quel arbre Tp dans la séquence est obtenu à partir de Tp., par une simple 
opération SPR, et RF(Tp,T') < RF(Tp_1,T') ou, respectivement, QD(Tp,T') < QD(Tp_I,T'). D 
Même si la contrainte de sous-arbres n'est pas formulée dans Bordewich et al. (2009), 
elle est implicitement utilisée dans les preuves des théorèmes. La présence d'une telle séquence 
d'opérations SPR est difficile à prouver théoriquement dans le cas de LS et BD, mais les 
résultats d'une simulation que nous avons conduite à cet effet, suggèrent qu'elle doit aussi 
exister dans le cas des deux dernières mesures. 
3.2.4 Validation des transferts horizontaux de gènes 
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L'analyse par bootstrap est utilisée pour estimer un intervalle de confiance associé aux arêtes 
internes des arbres phylogénétiques (Felsenstein, 1985). Ici nous étendons la procédure de 
validation des transferts horizontaux, initialement proposée dans Makarenkov et al. (2006), 
pour estimer le support de bootstrap des transferts horizontaux de gènes inférés. Les trois 
stratégies suivantes peuvent être adoptées pour évaluer la fiabilité des THG obtenus: 
Première stratégie: les séquences utilisées pour construire les arbres d'espèces et de gène 
sont répliquées. 
Les arbres d'espèces et de gène sont inférés à partir des séquences répliquées avec les mêmes 
méthodes utilisées pour reconstruire les arbres originaux d'espèces et de gène. Pour tous les 
THO appartenant au scénario original, nous vérifions s'ils apparaissent dans le scénario 
généré avec les arbres inférés à partir des réplicats. Cette vérification est effectuée en 
comparant les opérations SPR correspondantes. Dans cette étude, deux THG (ou opérations 
SPR) sont considérés comme équivalents si et seulement si les bipartitions des deux arêtes 
donneuse (e.g., l'arête (x,y) sur la figure 3.3) et receveuse (e.g., ['arête (z,w) sur la figure 3.3) 
sont équivalentes dans les deux transferts (i.e., les topologies des sous-arbres du donneur et 
du receveur peuvent être différentes, mais les espèces sont les mêmes pour les deux transferts 
comparés). Une autre solution, plus stricte, serait de considérer que ces deux transferts sont 
identiques si et seulement si les sous-arbres donneur et receveur sont identiques dans les deux 
transferts (i.e., la distance RF entre eux est égale à 0). Comme les données considérées sont 
des réplicats, une telle stratégie produit habituellement de faibles scores de bootstrap, 
particulièrement, pour des phylogénies mal résolues. Il est à noter que les ensembles de jeux 
de données répliquées ne donnent pas toujours lieu à des arbres d'espèces et de gène dont 
l'arête de la racine est exactement la même que dans les arbres originaux. Si une arête 
induisant une bipartition identique à l'arête racine des arbres de référence n'existe pas dans 
l'arbre pseudo-répliqué, alors la racine peut être placée sur une arête produisant la bipartition 
la plus proche, en termes de la distance de Hamming, de la bipartition induite par l'arête de la 
racine de l'arbre original. Une telle stratégie de positionnement de la racine est utilisée pour 
réduire le nombre de THG détectés avec les données répliquées (une stratégie alternative 
serait de faire l'enracinement avec un outgroup ou d'utiliser l'arête médiane de l'arbre). 
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Deuxième stratégie: seules les données de séquences utilisées pour construire l'arbre de 
gène sont répliquées. 
Les séquences utilisées pour construire l'arbre d'espèces ne sont pas ré-échantillonnées. 
L'arbre d'espèces est alors fixé et gardé constant. Dans ce cas, nous devons vérifier qu'il est 
hautement fiable (e.g., il a des hauts scores de bootstrap). Par exemple, l'arbre d'espèces peut 
être inféré en utilisant les informations taxonomiques appropriées disponibles sur le site du 
NCBI (NCBI Handbook, 2002) ou celui de "L'arbre de la vie" (Maddison et Schultz, 2004). 
La situation où la bipartition correspondant à l'arête de la racine dans l'arbre de gène original 
n'est pas retrouvée dans l'arbre inféré à partir des réplicats, peut être traitée comme dans le 
cas précédent. Cette stratégie donne habituellement des scores de bootstrap des transferts plus 
élevés que la première stratégie. 
Troisième stratégie: le bootstrap des transferts peut être calculé entre deux topologies 
d'arbres. 
Contrairement au bootstrap traditionnel qui nécessite des séquences pour calculer les scores 
de bootstrap, le bootstrap de THG peut être effectué même si les séquences permettant 
l'inférence des topologies des arbres d'espèces et de gène ne sont pas disponibles. 
Précisément, nous pouvons tout d'abord exécuter notre programme avec une option de 
recherche exhaustive, produisant la liste de tous les scénarios de transferts de coût minimal; 
cette option est aussi disponible dans le programme LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) qui 
a une complexité algorithmique exponentielle en fonction du nombre de THG. Dans notre 
stratégie, cette option consiste à vérifier toutes les opérations SPR satisfaisant la contrainte de 
sous-arbres qui minimisent à chaque étape la valeur du critère d'optimisation sélectionné. 
Dès que cette liste est établie, nous pouvons calculer les scores de bootstrap de THG en 
estimant le taux d'occurrences de chaque THG dans cette liste. 
Quand les séquences servant à la reconstruction des arbres d'espèces et de gène sont 
disponibles, les combinaisons des stratégies (1 et 3) ou (2 et 3) peuvent être aussi considérées 
pour évaluer le support de bootstrap. Dans un cas général, les Formules 2 et 3 peuvent être 
utilisées pour calculer le score de bootstrap HGT_ES du transfert t : 
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HGT_BS(t)=( 2: 2: ( 2: (Jk,ij(t)x100%))/(Nr xNT ),et (2) 
IsisNr Isjs;,NT lsks;,N ij N ij 
1, si 1 est dans le scénario de coût minimal k pour les arbres d'espèces T. et de gène T'., (3) 
a ..(t) = 1 ) 
k,lJ O' 
, slOon1 
où NT et NT' sont, respectivement, le nombre d'arbres d'espèces et de gène générés à partir 
des réplicats et Ni; est le nombre de scénarios de coût minimal obtenus quand l'algorithme est 
appliqué à l'arbre d'espèces Ti et l'arbre de gène 7';'. Le score de bootstrap d'un scénario peut 
être défini comme le produit de tous les scores de bootstrap individuels faisant partie du 
scénario obtenu. Une comparaison de la technique de validation proposée avec la méthode de 
validation incluse dans le logiciel PhyloNet (Than et al., 2008a) est présentée dans la section 
suivante. 
3.3 Simulations Monte-Carlo 
3.3.1 Description des simulations 
Une étude Monté-Carlo a été conduite pour tester l'habilité du nouvel algorithme à retrouver 
des transferts corrects. Deux types de simulations ont été conduits: dans la première, nous 
avons considéré les arbres de gènes avec différents niveaux de confiance (leur bootstrap 
moyen se situe entre 60 et 100%). Nous avons alors mesuré et comparé le taux de détection 
pour les quatre critères d'optimisation de notre algorithme, ainsi que pour la méthode 
LatTrans. Dans le second, nous avons assumé que les arbres de gènes ne contiennent pas 
d'incertitudes et les simulations sont effectuées sans considérer les séquences (les arbres 
d'espèces sont supposés être connus dans les deux types de simulations). Nous avons alors 
examiné les performances du nouvel algorithme en fonction du critère d'optimisation choisi 
(incluant LS, RF, QD et BD), du nombre d'espèces observées et du nombre de THG. Par la 
suite, une comparaison détaillée avec les algorithmes LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) 
et RJATA-HGT (Nakhleh el al., 2005; Than et Nakhleh, 2008) a été effectuée en utilisant la 
dissimilarité de bipartitions (BD, Makarenkov et al., 2007; Boc et al., 2010a) comme critère 
d'optimisation dans notre algorithme. Ce critère a donné les meilleurs résultats panni les 
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quatre critères testés. La procédure de simulations inclut les quatre étapes de base décrites ci­
dessous. 
Première étape: génération d'un arbre d'espèces aléatoire. 
Un arbre d'espèces binaire T a été généré en utilisant une procédure de génération d'arbres 
aléatoires proposée par Kuhner et Felsenstein (1994). La longueur des arêtes de T a été 
calculée en utilisant une distribution exponentielle. Suivant l'approche de Guindon et 
Gascuel (2002), nous avons ajouté du bruit aux arêtes de la phylogénie d'espèces pour créer 
une déviation par rapport à l'hypothèse de l'horloge moléculaire. Toutes les longueurs des 
arêtes de T ont été multipliées par I+ax, où la variable x a été tirée d'une distribution 
exponentieJle (P(x>k) = exp(-k)), et la constante a était le facteur de réglage de l'intensité de 
la variation. Comme dans Guindon et Gascuel (2002), la valeur de a a été fixée à 0,8. Les 
arbres aléatoires générés par cette procédure avaient une profondeur de O(1og (n)), où n était 
le nombre d'espèces (i.e., nombre de feuilles dans un arbre phylogénétique binaire). 
Deuxième étape: génération des séquences le long de l'arbre d'espèces aléatoire. 
Pour le premier type de simulations uniquement, où les arbres de gènes étaient supposés 
inclure des incet1itudes, nous avons utilisé le programme SeqGen (Rambaut et Grassly, 1996) 
pour générer les séquences d'ADN le long des arêtes de l'arbre d'espèces construit à la 
première étape. Comme SeqGen ne donne que les séquences associées aux feuilles de l'arbre, 
nous avons légèrement modifié son code pour pouvoir extraire les séquences générées qui 
sont associées aux nœuds internes de l' arbre (en fait, SeqGen génère ces séquences 
ancestraux, mais ne les affiche pas). Le programme SeqGen a été utilisé avec le modèle de 
substitution de nucléotides HKY (Hasegawa et al., 1985), le modèle de taux d'hétérogénéités 
assignant différents taux aux différents sites selon une distribution Gamma (avec le paramètre 
shape égale à 1.0) et le rapport (TS/TV) égal à 2.0. Ces configurations ont été sélectionnées 
dans le but de rendre les paramètres de simulations similaires à ceux utilisés dans la section 
d'exemples. Les séquences d'ADN avec 100, 500, 1000, 5000 et 10000 nucléotides ont été 
générées. 
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Troisième étape: simulation des transferts horizontaux. 
Pour chaque arbre d'espèces T, nous avons généré les arbres de gènes avec le même nombre 
de feuilles en appliquant un nombre fixe de mouvements SPR aléatoires (représentant les 
THG) de ses sous-arbres. Un modèle satisfaisant les contraintes d'évolutions (figure 3.1) a 
été implémenté pour générer les THG aléatoires. Pour chaque arbre d'espèces, les arbres de 
gènes englobant un nombre différent de THG, variant de 1 à 10, ont été générés. Dans le 
premier type de simulations où les séquences ont été analysées, nous avons procédé comme 
suit: après chaque opération SPR, nous avons régénéré, en utilisant SeqGen, les séquences 
associées à tous les nœuds des sous-arbres déplacés. Cette régénération a été initiée à partir 
de la séquence racine de tous les sous-arbres déplacés. La séquence racine a été initialisée 
avec celle associée au nœud interne, Je plus proche de la racine, de l'arête receveuse. Pour 
chaque taille de séquences, différents taux de substitutions ont été simulés. Différentes 
longueurs d'arêtes ont été considérées dans le but d'atteindre la variation de taux de 
substitutions (voir Posada et Crandall, 2001 pour plus de détails). Ces variations ont mené à 
des arbres de gènes avec différents scores de bootstrap, variant de 60 à J00%. Par exemple, 
pour les arbres de gènes avec 50 feuilles et des séquences d'ADN de 1000 nucléotides, la 
moyenne de longueurs d'arêtes de 4,3 était nécessaire pour obtenir un score de bootstrap de 
100%, alors qu'un score moyen de 60% correspondait à une longueur moyenne d'arêtes 
beaucoup plus petite, et égale à 0,08. Pour obtenir une longueur moyenne d'arêtes d'un arbre 
de gène nécessaire, nous avons divisé toutes les longueurs d'arêtes de l'arbre d'espèces 
correspondant par une valeur constante prédéfinie, que nous avons calculée à l'étape 1. En 
utilisant le programme Seqboot du paquet PHYLIP (Felsenstein, 1989), nous avons créé 100 
réplicats de chaque ensemble de données générées. Les arbres de maximum de vraisemblance 
(ML) ont été inférés à partir des séquences originales et répliquées en utilisant la méthode 
PHYML (Guindon et Gascuel, 2003). Tous les paramètres de PHYML utilisés étaient 
identiques à ceux employés dans SeqGen. Toutes les phylogénies inférées à partir des 
séquences d'ADN ont été classifiées dans une des 4 catégories selon le score moyen de 
bootstrap (intervalles: 60 à 70%, 70 à 80%, 80 à 90% et de 90 à 100%; le programme 
PHYML permet aussi de calculer les scores de bootstrap). Les arbres de gènes dont les scores 
de bootstrap moyens étaient inférieurs à 60% ont été exclus de l'analyse. Une distribution 
uniforme des arbres de gènes dans chacun des 4 intervalles a été maintenue. 
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Simulations: les algorithmes comparés. 
Les résultats illustrés dans les figures 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 et 3.10 ont été obtenus dans les 
simulations effectuées avec des arbres phy logénétiques aléatoires avec 10, 20, ... , 100 
feuilles. Pour chaque taille d'arbres, nombre de THG, taille des séquences et taux de 
substitutions (les deux derniers paramètres ont été considérés uniquement dans les 
simulations avec des séquences), 1000 jeux de données répliqués ont été générés (à 
l'exception de LatTrans dans le cas de la figure 3.7). Dans les simulations avec les arbres et 
les séquences, les quatre stratégies basées sur LS, RF, QD et BD, et l'algorithme de recherche 
exhaustive LatTrans ont été comparés (voir les figures 3.7, 3.8, 3.9, 3.10). Puis, la stratégie 
basée sur BD a été comparée à l'algorithme RJATA-HGT (dans ce cas, la comparaison a été 
aussi conduite pour les arbres non-binaires). 
3.3.2 Résultats des simulations 
3.3.2.1 Comparaison de notre algorithme utilisant LS, RF, QD et BD comme critère 
d'optimisation et de LatTrans 
Nous avons premièrement comparé les quatre stratégies algorithmiques discutées dans des 
simulations avec des données de séquences. Le comportement du taux de détection des THG 
par rapport au nombre de THG est présenté à la figure 3.6. Les résultats des algorithmes 
utilisant LS, RF, QD et BD, et ceux utilisant l'algorithme LatTrans, sont présentés 
séparément pour chacun des intervalles de confiance des arbres de gènes sélectionnés (i.e., 60 
à 70%,70 à 80%, 80 à 90% et 90 à 100%). Le taux de détection (i.e., vrais positifs) a été 
mesuré comme un pourcentage de recouvrement des transferts présents dans le scénario 
original. L'algorithme basé sur BD a été en général plus efficace que les stratégies utilisant 
LS, RF et QD et que LatTrans en termes de taux de détection (figure 3.6). Ses performances 
sont plus notables pour les arbres de gènes avec un haut niveau de confiance, allant de 80 à 
100% (figure 3.6c-d), quand il est comparé aux stratégies utilisant LS, RF et QD, et pour les 
arbres de gènes avec un faible niveau de confiance, allant de 60 à 80% (Figure 3.6a-b), quand 
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Figure 3.6 Taux de détection des transferts horizontaux en fonction du nombre de 
THG pour quatre niveaux de confiance des arbres de gène. Chaque graphique est 
associé à un intervalle de confiance associé à l'arbre de gène: (a) de 60 à 70%, (b) de 70 
à 80%, (c) de 80 à 90%, et (d) de 90 à 100%. Chaque point du graphique représente le 
résultat moyen obtenu pour des arbres aléatoires de 10,20 ... 100 feuilles et des 
séquences d'ADN de 100, 500,1000,5,000 et 10,000 nucléotides; 1000 réplicats ont été 
générés pour chaque combinaison de paramètres pour les stratégies algorithmiques 
basées sur LS, RF, QD et BD, et 100 réplicats pour LatTrans. 
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II est intéressant de noter que les algorithmes utilisant BD et LS aussi bien que LatTrans ont 
produit des résultats très similaires quand le nombre de THG était faible. 
Pour les arbres de gènes avec un haut niveau de confiance (figure 3.6d), le critère BD 
et LatTrans ont produit des résultats très stables qui étaient meilleurs que ceux fournis par 
QD et LS. Cependant, pour les arbres de gènes avec un support de bootstrap moyen ou faible 
(figure 3.6a-c) l'utilisation du critère LS permet de surclasser les critères QD et RF, et mène 
souvent aux résultats très proches de ceux générés par BD et LatTrans. Sans surprise, notre 
algorithme utilisant le critère RF a été habituellement le pire parmi les cinq techniques 
comparées quel que soit le niveau de confiance de l'arbre de gène et le nombre de THG. 
3.3.2.2 Résultats des simulations avec des arbres sans incertitude 
Nous avons étudié le comportement des algorithmes basés sur LS, RF, QD et BD sous la 
condition d'exactitude de l'arbre de gène. La figure 3.7a montre les taux de détection moyens 
correspondant aux quatre critères considérés. La figure 3.7b montre la précision des quatre 
stratégies en termes de recouvrement des scénarios complets (l'ensemble des transferts 
simulés) de THG : Dans les deux cas (figure 3.7a-b), la stratégie basée sur BD surclasse 
clairement les stratégies basées sur RF, LS et QD. 
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Figure 3.7 Comparaison des stratégies algorithmiques utilisant différents critères 
d'optimisation (RF, LS, BD et QD). Le taux de détection des transferts corrects (a), et le 
taux de scénarios de THG complets retrouvés (b) sont représentés en fonction du 
nombre de transferts, variant de 1 à 10. 
Les résultats obtenus avec QD s'améliorent quand le nombre de THG diminue (figure 
3.7a), et ils sont seulement légèrement inférieurs à ceux obtenus avec BD lorsqu'on identifie 
les scénarios complets de THG (figure 3.7b), La distance RF est la pire des quatre stratégies 
en tennes de taux de détection des THG et d'identification du nombre total de transferts. Les 
performances de la stratégie basée sur BD sont les plus intéressantes en termes de taux de 
détection des THG, 
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3.3.2.3 Comparaison détaillée avec LatTrans 
La stratégie algorithmique basée sur BD a été comparée à l'algorithme LatTrans dans le cas 
où l'on ne dispose que des topologies d'arbres. La comparaison de ces algorithmes basés sur 
les distances a été conduite en considérant le taux de détection des THG et le temps 
d'exécution. Notons que la complexité temporelle de l'algorithme LatTrans est O(2'n2), où -r 
est le nombre de transferts et n est le nombre de feuilles dans l'arbre (Hallett et Lagergren, 
2001). La figure 3.8a-f représente le taux de détection des deux algorithmes en fonction du 
nombre de feuilles de l'arbre et du nombre de transferts générés. Les diagrammes de la figure 
3.8a-b montrent le taux de détection des transferts en fonction du nombre de feuilles et du 
nombre de THG générés. Comme LatTrans doit produire comme solution une liste de tous 
les scénarios de coût minimal, nous avons toujours sélectionné le premier scénario de la liste 
pour calculer les taux de transferts (selon Beiko et Hamilton, 2006, LatTrans peut cependant 
manquer certains scénarios de coût minimal dans des larges phylogénies). Sans surprise, le 
taux de détection augmente avec l'augmentation du nombre de feuilles. En observant le taux 
de détection par rapport au nombre de feuilles, LatTrans surclasse légèrement l'algorithme 
basé sur BD (figure 3.8a) pour les arbres de 50 à 70 feuilles, tandis que notre algorithme est 
meilleur dans tous les autres cas. En observant le taux de détection par rapport au nombre de 
THG (figure 3.8b), notre algorithme est meilleur pour les grands nombres de THG (5 à 10) et 
plus faible pour les petits nombres (1 à 3). La figure 3.8c-d montre la précision des deux 
algorithmes quand nous ne considérons que le nombre de THG retrouvés. Quand le nombre 
total de THG est retrouvé correctement, la seule possibilité pour ne pas détecter la position ou 
la direction exacte de certains THG demeure l'existence de plusieurs scénarios de coût 
minimal ou quasi-minimal (si un scénario de coût quasi-minimal est trouvé). Par exemple, un 
transfert de direction opposée menant à la même solution (i.e., le même arbre de gène) induit 
une variante d'un scénario de coût identique (voir Maddison, 1997 pour plus de détails sur les 
transferts opposés, et Addario-Berry et al. (2003) pour une discussion sur les scénarios de 
coût minimal et quasi-minimal). Il est important de noter que parfois LatTrans génère des 
scénarios qui ne satisfont pas les contraintes d'évolution (e.g., dans certains cas des scénarios 
cycliques, voir la figure 3.1 b et d, sont trouvés par cette méthode). En moyenne, l'algorithme 
basé sur BD et LatTrans étaient capables de prédire correctement le nombre total de THG 
dans 91, J% et 92,5% des cas, respectivement (figure 3.8c-d). Nous avons aussi mesuré Je 
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pourcentage d'instances quand les algorithmes comparés étaient capables de trouver un 
scénario complet (figure 3.8e-f). Un scénario complet de THG est identifié si tous les 
transferts trouvés par un algorithme sont présents dans le scénario originaL et si leur nombre 
est aussi correct. 
Généralement, l'algorithme basé sur BD a surclassé LatTrans en termes de 
recouvrement de scénarios complets. Cet avantage a principalement été du à la présence de 
transferts violant les contraintes d'évolution discutées (figure 3.1) dans certains scénarios 
générés par LatTrans. La complexité polynomiale de notre algorithme et l'amélioration de 
ses résultats, en comparaison avec LatTrans, quand le nombre de feuilles ou de THG 
augmentent, le rend particulièrement intéressant pour l'analyse de larges phylogénies 
englobant plusieurs conflits topologiques dus aux transferts horizontaux de gènes. 
Finalement, nous avons aussi comparé le temps d'exécution des deux algorithmes. 
Comme précédemment, les performances algorithmiques ont été évaluées en fonction du 
nombre de THG (figure 3.9a) et du nombre de feuilles (figure 3.9b). Les simulations ont été 
effectuées sur un PC équipé d'un processeur Pentium IV dual-core de 3.2 GHz et 4 Go de 
RAM. Les courbes illustrées sur la figure 3.9 confirment qu'à partir de 30 feuilles et 7 
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Figure 3.8 Comparaison de la stratégie basée sur BD ([3) avec LatTrans (0). Les 
graphiques (a) et (b) représentent le taux de détection des transferts corrects, (c) et (d) 

























Figure 3.9 Comparaison de HGT-Detection (0) avec LatTrans (0) en termes de temps 
d'exécution. La portion (a) montre le temps d'exécution de l'algorithme en fonction du 
nombre de transferts et la portion (b), en fonction du nombre de feuilles de l'arbre. 
3.3.2.4 Comparaison avec RIATA-HGT, HorizStory et EEEP 
À part l'algorithme LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001), qui est supposé inférer tous les 
scénarios de THG de coût minimal, mais qui est exponentiel sur le nombre de transferts, 
plusieurs stratégies heuristiques ont récemment été développées pour détecter les transferts 
horizontaux de gènes_ Parmi les plus populaires, nous mentionnons HorizStory (MacLeod et 
al., 2005), Efficient Evaluation of Edit Paths (ou EEEP; Beiko et Hamilton, 2006) et RIA TA­
HGT (Nakhleh et al., 2005)_ Tous ces algorithmes visent à détecter les THG en réconciliant 
une paire de phylogénies, d'espèces et de gène. Le paquetage PhyloNet (Than et al., 2008a) 
inclut une implémentation étendue de l'algorithme RIATA-HGT avec plusieurs améliorations 
algorithmiques pour calculer des solutions multiples et pour manipuler des arbres non­
binaires (Than et Nakhleh, 2008). Les résultats des simulations présentées dans Than et al. 
(2007) et Than et Nakhleh (2008) suggèrent que la nouvelle version de RIATA-HGT surclasse 
significativement en termes de rapidité les algorithmes HorizStory, EEEP et LatTrans, et 
fonctionne au moins aussi bien que LatTrans en termes de précision. Une nouvelle 
caractéristique importante récemment ajoutée au paquet PhyloNet est l'estimation du support 
de bootstrap des transferts retrouvés (Than et al., 2008b). RIATA-HGT ne recouvre pas 
toujours le scénario de coût minimal, mais les résultats expérimentaux montrent de très 
bonnes performances empiriques sur des données synthétiques et réelles (Nakhleh et al., 
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2005). RJATA-HGT génère un ensemble de scénarios de THG de la même taille et produit un 
réseau de consensus des solutions obtenues. D'autre part, la simulation conduite par Beiko et 
Hamilton (2006, voir la Table 1 et la figure 4 dans leur article) pour comparer les 
performances des algorithmes HorizStory, EEEP et LatTrans confirme que LatTrans 
surclasse HorizStory et EEEP en termes de précision de détection des THG. Par exemple, 
pour les arbres avec 5 à 20 feuilles les trois algorithmes montrent un recouvrement presque 
parfait des THG (90 à 100% de taux de recouvrement), mais pour de larges arbres (30 à 100 
feuilles) les performances de HorizStory et EEEP chutent significativement (la Table 1 dans 
Beiko et Hamilton, 2006 montre que pour les arbres avec 100 feuilles, le taux moyen de 
recouvrement pour HorizStory est 33,3%, pour EEEP est 70% et pour LatTrans est 96,7%). 
Par conséquent, nous avons décidé de comparer les performances de notre algorithme basé 
sur BD à RJATA-HGT (version 1.6), qui a un nombre de caractéristiques communes avec 
notre algorithme (e.g., manipulation d'arbres non-binaires, estimation du support de 
bootstrap) et qui est l'heuristique la plus rapide en termes de temps d'exécution. La 
comparaison avec RJATA-HGT a été conduite sur des données d'arbres en termes de taux de 
détection des THG et de temps d'exécution. La figure 3.10a-d représente les performances de 
l'algorithme RJATA-HGTet de la stratégie basée sur BD en fonction du nombre de feuilles et 
de transferts générés. Les simulations ont été menées avec des arbres binaires et non-binaires, 
et les résultats présentés à la figure 3.10 sont des résultats combinés obtenus pour ces deux 
types d'arbres. Premièrement, les arbres d'espèces et de gènes ont été générés comme décrit 
ci-dessus. Deuxièmement, pour effectuer les simulations avec les arbres non-binaires, 
certains nœuds des arbres binaires ont été fusionnés pour obtenir des multifurcations. Le 
nombre d'opérations de fusion pour chaque arbre d'espèces a été sélectionné aléatoirement et 
variait de 1 à n-3 pour un arbre d'espèces de n feuilles. Au total, 100 arbres binaires et 100 
arbres non-binaires ont été générés pour chaque paires de paramètres (nombre de transferts 
horizontaux, qui variait de 1 à 10; taille de ('arbre qui variait de 10 à 100 feuilles) ; les arbres 
de gènes étaient toujours binaires. Les arbres de références générés, utilisés dans les 
simulations peuvent être téléchargés depuis l'adresse URL suivante: 
http://www.labunix.uqam.ca/-makarenv/Simulation_trees.zip. La figure 3.10 (a et b) 
représente l'erreur de détection des THG consistant en une différence moyenne absolue entre 
le nombre total de transferts générés et retrouvés. Seuls les THG non-triviaux ont été pris en 
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compte dans ces simulations (les THG triviaux, possibles dans les arbres non-binaires 
seulement, sont des transferts entre les arêtes adjacentes, ayant en commun un nœud interne 
de degré plus grand que 3 ; ils sont seulement nécessaires pour transformer un arbre non­
binaire en arbre binaire). 
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Figure 3.10 Comparaison de LatTrans (0) avec HGT-Detection (0) en termes de taux de 
détection de transferts et de temps d'exécution. Le taux de détection d'erreurs est 
représenté en fonction du nombre de transferts (a), et en fonction du nombre de feuilles 
de l'arbre (b). Le temps d'exécution est représenté en fonction du nombre de transferts 
(c), et en fonction du nombre de feuilles de l'arbre (d). 
La figure 3.10 suggère que J'algorithme basé sur BD surclasse RJATA-HGT en termes 
de taux de détection des transferts horizontaux. Alors que les résultats produits par les deux 
algorithmes sont très similaires pour les arbres binaires, l'algorithme basé sur BD surpasse 
clairement RJATA-HGT dans le cas des arbres non-binaires, De plus, la précision de notre 
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algorithme s'améliore quand le nombre de feuilles augmente (figure 3.\ Ob), alors que la 
précision de RJATA-HGT demeure instable (principalement à cause de mauvaises 
performances dans le cas des arbres non-binaires). En termes de tem ps d'exécution, 
l'avantage va aussi à l'algorithme basé sur BD (fIgure 3.\0 c et d). La comparaison des 
résultats produit par RJATA -HGT et par notre algorithme pour les deux jeux de données 
réelles est faite dans la section Exemples de la présente thèse. 
Than et al. (2008b) ont aussi proposé une méthode, maintenant incluse dans le paquet 
PhyloNet, pour évaluer le support de bootstrap des THG. La figure 3.\\ présente une 
illustration du calcul de la valeur de support d'une arête de THG par RJATA-HGT (voir aussi 
la figure 8 dans Than et a!., 2008b). Dans cette étude, le sUPPOl1 de l'arête de THG, X ---> Y, 
ajoutée à l'arbre d'espèces est défini comme le support de bootstrap maximal de toutes les 
arêtes internes du chemin liant les nœuds Z et X dans l'arbre de gène. Le support de bootstrap 
de l'événement X ---> y donné par RJATA-HGT est \00% dans ce cas. Ce calcul ne tient pas 
compte du faible suppol1 de bootstrap, de \0%, de l'arête interne séparant les feuilles B et D 
du reste de l'arbre. Nous pensons que les scores de bootstrap des THG calculés de cette façon 
sont largement surestimés. En outre, cette façon d'évaluer le support de bootstrap des THG 
ne prend pas en compte les topologies des phylogénies de gène répliquées (la phylogénie 
d'espèces étant fixe). Un arbre de gène unique avec les scores de bootstrap donnés de ses 
arêtes internes n'engJoberapas toujours toutes les caractéristiques importantes de l'ensemble 
des arbres répliqués que nous avons utilisés pour calculer ces scores. Même si le support de 
bootstrap de chaque clade est indiqué dans un tel arbre unique, l'information clé, concernant 
le pourcentage d'occurrences quand deux sous-arbres affectés par un THG sont présents 
ensemble dans les arbres de gène répliqués, est manquante. Dans notre méthode, chaque 
arbre répliqué est testé, et les statistiques sont combinées (voir les Formules 2 et 3) pour 
calculer le suppol1 de bootstrap des transfel1s horizontaux. Par exemple, le score de bootstrap 
du THG X ---> y (figure 3.11) calculé par notre méthode devrait être 10% au plus. 
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Figure 3.11 Calcul de la valeur de support de bootstrap d'un transfert horizontal par 
RIATA-HGT: le score de bootstrap du transfert X ~ Yest défini comme le score de 
bootstrap maximum de toutes les branches internes du chemin reliant les nœuds Z et X 
dans l'arbre de gène (il est égal à 100% dans ce cas). Avec notre méthode, le score de 
bootstrap du transfert X ~ Y devrait être 10% au plus. 
3.4 Exemples 
3.4.1 Détection des transferts horizontaux du gène rp1l2e 
Nous avons tout d'abord examiné l'évolution du gène rp1l2e pour les 14 organismes 
d'Archées originalement considérés par Matte-Tailliez et al. (2002). Les derniers auteurs ont 
discuté des problèmes rencontrés lors de la reconstruction de certaines parties de la 
phylogénie des Archées et ont émis une hypothèse selon laquelle des transferts horizontaux 
ont grandement influencé l'évolution du gène rp1l2e. Matte-Tailliez et al. (2002) ont inféré 
l'arbre de maximum de vraisemblance (ML) du gène rp1l2e (figure 3.12) pour 14 organismes 
d'Archées et l'ont comparé à la phylogénie ML (figure 3.13) basée sur la concaténation de 53 
protéines ribosomales (7,175 positions). Le calcul des valeurs du paramètre a et les autres 
analyses ML, prenant en compte le taux de variation entre les sites et la correction f-law pour 
les 53 protéines concaténées, ont été effectués par Matte-Tailliez et al. (2002) en utilisant le 
programme PUZZLE (Strimmer et von Haeseler, 1996). Face à l'incongruence topologique 
des phylogénies obtenues, les auteurs ont prédit quelques cas de THG du gène rpll 2e. Plus 
précisément, le cas du THG entre les clades de Thermoplasmatales (Ferroplasma 
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aeidarmanus et Thermoplasma aeidophilum) et Crenarchaeota (Aeropyrum pernix, 
Pyrobaculum aerophilum et Suifolobus soifatarieus) a été indiqué comme le plus évident. 
Nous avons tout d'abord reconstruit les topologies des arbres d'espèces (figure 3.13) 
et de gène (figure 3.12) à partir des séquences originales. La détection des THG a été 
effectuée avec la stratégie algorithmique basée sur la dissimilarité de bipartitions (BD). Cinq 
transferts nécessaires pour réconcilier les topologies d'espèces et de gène ont été trouvés (ils 
sont indiqués par des flèches sur la figure 3.13). Le transfert entre le clade (Halobaeterium 
sp. et Haloareula marismortui) et l'organisme Methanobaeterium thermoautotrophieum a été 
trouvé à la première étape. Son support de bootstrap, calculé en fixant la topologie de l'arbre 
d'espèces et en répliquant les séquences de l'arbre de gène, est 55%. 
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Figure 3.12 Arbre de maximum de vraisemblance du gène rp1l2e. Les scores de 
bootstrap associés aux branches de l'arbre, obtenus en utilisant les programmes Seqboot 
et Protml (modèle JTT, Jones et aL, 1992) du paquetage PHYLIP (Felsenstein, 1989), 
sont indiqués. 
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A la deuxième et à la troisième étape, nous avons trouvé les transferts entre 
Pyrococcus horikoshii et Pyrococcus furiosus (étape 2), et entre Suifolobus soifataricus et 
Pyrobaculum aerophilum (étape 3). Ces deux transferts lient des espèces proches et ont de 
faibles scores de bootstrap de 31 % et 38%, respectivement. Les faibles scores de bootstrap de 
ces transferts peuvent être expliqués par la possibilité de THG opposés menant, dans les deux 
cas, aux mêmes réarrangements topologiques que ceux induits par les transferts obtenus. 
Les transferts 4 et 5 lient le clade des Crenarchaeota aux organismes Thermoplasma 
acidophilum et Ferroplasma acidarmanus. Les transferts entre ces deux groupes ont été 
prédits par Matte-Tailliez et al. (2002). La direction identique et les scores de bootstrap 
similaires des THG 4 et 5 suggèrent qu'un unique transfert horizontal, au lieu des deux 
transferts indiqués, pourrait avoir lieu entre les clades de Thermoplasmatales et 
Crenarchaeota. Il est à noter que tout algorithme basé sur la minimisation de la distance SPR 
devrait trouver deux transferts dans ce cas. Un THG unique reliant ces clades serait 
vraisemblablement caché suite à un artéfact affectant la reconstruction de l'arbre de gène 
(figure 3.12). Par exemple, si les organismes Thermoplasma acidophilum et Ferroplasma 
acidarmanus étaient voisins dans l'arbre de gène, un unique THG du clade des Crenarchaeota 
au clade des Thermoplasmatales, au lieu des THG 4 et 5 présentés à la figure 3.13, serait 
suffisant pour obtenir la topologie de l'arbre de gène. 
Au total, quatre scénarios de THG de coût minimal ont été trouvés pour les arbres 
d'espèces et de gène considérés. Tous ces scénarios incluent les THG 1,4 et 5. Cependant, 
les transferts 2 et 3 peuvent être présentés comme à la figure 3.13 ou aller dans la direction 
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Figure 3.13 Scénario de transferts obtenu par l'algorithme HGT-Detection appliqué au 
jeu de données du gène rpll2e. Le score de bootstrap des THG est indiqué à côté de 
chaque transfert détecté. Les flèches 4 et 5 illustrent les transferts entre les clades des 
Thermoplasmatales et des Crenarchaeota prédits par Matte-Taillez et al. (2002). Les 
THG avec un bootstrap de 50% ou moins sont illustrés par des flèches en pointillé. 
Pour l'exemple des données du gène rp112e, l'algorithme RlATA-HGT a trouvé 9 
solutions, chacune de taille 5 (figure 3.14). Cinq de ces solutions contredisent la contrainte de 
la même lignée (ils incluent un THG marqué par [lime violation ?) dans la sortie du 
programme, voir l'Annexe B.2) et quatre d'entre elles satisfont toutes les contraintes 
plausibles d'évolution. La solution représentée sur la figure 3.14 est parmi ces quatre 
solutions éligibles. Les scores de bootstrap trouvés par RlATA-HGT sont indiqués dans la 
sortie du programme. Ils sont en général plus grands que les scores de bootstrap 
correspondants calculés par notre méthode, maIs nous trouvons ces valeurs largement 
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surestimées. Par exemple, le score parfait de 100% pour les THG 4 et 5 (figure 3.15) a été 
trouvé par RlATA-HGT, malgré le score de 79% de J'arête liant l'organisme Thermoplasma 








Figure 3.14 Scénarios de transferts obtenus par l'algorithme RlATA-HGT appliqué au jeu 
de données du gène rpll2e; 9 solutions, chacune de taille 5 ont été trouvées. Cinq de ces 
solutions violent la contrainte de la même lignée (figure 3.la). 
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3.4.2 Détection des transferts horizontaux de PheRS synthétase. 
Woese et al. (2000) ont analysé, du point de vue évolutif, la relation des aminoacyl-tRNA 
synthétases (AARS) à leur code génétique. Ils ont trouvé que les AARSs sont très informatifs 
du point de vue du processus d'évolution. L'analyse de différents arbres phylogénétiques 
pour un nombre d'AARS considérés a révélé les caractéristiques suivantes: les relations 
évolutives des AARS sont généralement conformes à la phylogénie d'espèces; une forte 
distinction existe entre les AARS de type bactérien et les archées; le transfert horizontal des 
gènes AARS entre les bactéries et les archées est asymétrique: les THO d' AARS des archées 
(groupe de micro-organismes unicellulaires) vers les bactéries est plus prévalent que l'inverse 
(Boc et al., 2010). 
Nous avons examiné l'évolution des séquences du PheRS synthétase pour l'ensemble 
des 32 organismes considérés par Woese et al. (2000, figure 2), incluant 24 bactéries, 6 
archées et 2 eucaryotes. Comme suggéré par les derniers auteurs, il est pertinent de 
considérer l'évolution des aminoacyl-tRNA synthétase de haut en bas comme une étude de 
THO. L'arbre phylogénétique du PheRS inféré avec PHYML (Ouindon et Oascuel, 2003) est 
montré à la figure 3.15. Le modèle JTT (Jones et al., 1992) a été utilisé et l'arbre a été 
enraciné entre les bactéries et les archées et eucaryotes en se basant sur la classification 
taxonomique du NCB!. Woese et al. (2000) ont utilisé le même modèle en reconstruisant la 
phylogénie du gène PheRS. Cet arbre est légèrement différent de celui obtenu par Woese et 
al. (2000, figure 2). La plus grosse différence consiste en la présence dans la phylogénie de la 
figure 3.15 d'un nouveau clade formé par deux eucaryotes (H. sapiens et S. cerevisiae) et 
deux archées CA. fulgidus et M. thermoautotrophicum). Ce clade de quatre espèces, 
n'apparaissant pas dans l'arbre de consensus (qui n'est pas montré ici), a un faible support de 
bootstrap et est probablement du à des artéfacts de reconstruction. 
Le PheRS est la seule synthétase de classe II dans le groupe de codon NUN. Il n'a pas 
de familles proches à l'intérieure de cette classe. Pour les deux sous-unités a et ~ du PheRS, 
différentes longueurs se distinguent significativement des sous-unités bactériennes de leurs 
homologues archées (Woese et al., 2000). Les PheRS montrent le schéma classique 
canonique; la seule exception étant les spirochètes (i.e., B. bugdorferi et T. pallidum). Ce 
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sont des archées qui semblent être reliés à la bactérie P. horikoshii dans ce groupe (voir 
figure 3.15 ou la figure 2 dans Woese et al., 2000). L'analyse de la signature de séquences 
confirme ce fait. 
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 ] ArchaeaS. solfataricus 
M. jannaschii 
S. cerevisiae ] EukaryaH. sapiens 
A. fulgidus ] ArchaeaM. thermoautotrophicum 
Figure 3.15 Arbre phylogénétique du PheRS inféré avec PHYML. Les séquences de 
protéines (171 aa) ont été alignées avec ClustalW (Thompson et aL, 1994). Une 
optimisation de l'alignement a été faite avec MUST (Philippe, 1993). Les régions mal 
alignées ont été supprimées en utilisant Gblocks (Castresana, 2000); 160 aa ont été 
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conservés. Les scores de bootstrap supérieurs ou égaux à 60% sont indiqués. L'arbre a 
été enraciné entre les bactéries et les archées et eucaryotes. 
La phylogénie d'espèces correspondant à la classification taxonomique du NCBI 
(NCBI Handbook, 2002) a aussi été construite (figure 3.16). Notons que dans ce cas la 
phylogénie d'espèces n'est pas un arbre totalement résolu; il contient cinq nœuds internes de 
degré plus grand que trois. Les sept transferts horizontaux non-triviaux (voir la section 
précédente pour la définition d'un transfert trivial) avec les scores de bootstrap trouvés par 
notre algorithme sont montrés à la figure 3.16. Au total, l'algorithme a identifié 17 transferts, 
incluant 10 THG triviaux qui ne sont pas présentés ici. Le transfert numéro 6, ayant le 
support de bootstrap de 86%, lie l'organisme P. horikoshii et le clade des spirochètes, 
incluant B. bugdorferi et T. pallidum. Ce score de bootstrap est très proche du plus gros score 
possible, de 88%, qui peut être obtenu pour ce THG (voir le clade de trois taxons 
correspondants dans la phylogénie du PheRS montrée à la figure 3.16). Ce transfert confirme 
l'hypothèse que le gène PheRS des spirochètes a été affecté par des THG. D'autre part, les 
faibles scores de bootstrap des trois THG non-triviaux (1, 3 et 5 montrés par des flèches en 
pointillé sur la figure 3.17) peuvent être expliqués par le faible support de bootstrap des 
arêtes internes correspondantes dans la phylogénie de gène (figure 3.16). Par exemple, Je 
THG numéro 1 liant l'archée A.fulgidus au clade de deux eucaryotes a le score de bootstrap 
le plus bas (25% seulement). Dans cet exemple, la solution retrouvée en utilisant BD comme 
critère d'optimisation est présentée. L'utilisation des critères RF, QD et LS, au lieu de BD, 
mène aux mêmes scénarios de THG qui diffèrent de celui montré à la figure 3.17 seulement 
par les scores de bootstrap. Pour ces données, un unique scénario de THG de coût minimal 
avec sept transferts non-triviaux a été trouvé par notre algorithme. Notons que ce jeu de 
données a été originalement examiné dans Makarenkov et al. (2006) en utilisant un 
algorithme de détection glouton basé sur les critères d'optimisation RF et LS. La solution 
présentée dans l'article de 2006 (voir la figure 5, page 347), consistait en neuf transferts non­
triviaux nécessaires pour transformer l'arbre d'espèces non-binaire de la figure 3.16 en 
l'arbre de gène binaire de la figure 3.15. Dans cet exemple, l'utilisation du nouvel algorithme 
a permis d'obtenir un scénario de THG de coût minimal consistant en seulement sept 
transferts non-triviaux (e.g., le transfert de H. pylori à R. prowazekii montré sur la figure 5 
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Figu re 3.16 Scénario de transferts obtenu par l'algorithme HGT-Detection appliqué 
aux séquences du PheRS synthétase. L'arbre a été reconstitué à partir de la 
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classification taxonomique de NCBI pour les 32 organismes; 7 transferts non-triviaux 
(indiqués par des flèches), incluant 4 THG avec un score de bootstrap supérieur à 50% 
et 3 THG inférieur à 50% (flèches en pointillé), ont été trouvés. 
Pour ces données, l'algorithme RJATA-HGT a généré 12 solutions, chacune de taille 
14, incluant seulement des transferts non-triviaux (voir la figure 3.18). Les cinq 
transformations initiales de l'arbre d'espèces indiquées par les ellipses en pointillé sur la 
figure 3.17 ont été faites par RJATA-HGT avant d'effectuer la détection des THG. Chacune 
de ces transformations correspond à un transfert trivial. Alors, la solution présentée à la 
figure 3.17 consiste en 19 THG, comprenant 14 transferts réguliers et 5 transferts triviaux. La 
solution de coût minimal trouvée par notre algorithme consistait en 7 transferts réguliers et 10 
transferts triviaux. Elle n'a pas été trouvée par RJATA-HGT. 
Comme dans l'exemple précédent, les scores de bootstrap trouvés par RIATA-HGTont 
généralement été plus élevés que ceux trouvés par notre algorithme (voir la trace d'exécution 
dans l'Annexe B.3). Par exemple, un score parfait de 100% a été trouvé par RJATA-HGT 
pour le THG allant de l'archaebactérie P. horikoshii au clade des spirochètes (THG numéro 6 
sur la figure 3.17), alors que le clade regroupant ces organismes dans l'arbre de gène a le 
suppoli de bootstrap de 88% (figure 3.16). 
3.5 Discussion et conclusion 
Le transfert horizontal de gène (THG) est un des principaux mécanismes contribuant à la 
diversification des génomes microbiens. Il est très fréquent chez les différents groupes de 
gènes des bactéries (Doolittle, 1999). Par exemple, dans une perspective à long terme, il peut 
être une force dominante, affectant la plupart des gènes chez les procaryotes (Doolittle et al., 
2003). En même temps, le THG pose plusieurs risques pour les humains, incluant les gènes 
résistants aux anti biotiques et se propageant parmi les bactéries pathogènes, l'insertion de 
nouveaux gènes déclenchant le cancer dans l'ADN humain, de même que les gènes associés à 
des maladies se propageant et se recombinant pour créer de nouveaux virus et bactéries (Ho, 
2002). Dans cette thèse, nous avons décrit un algorithme précis et s'exécutant en un temps 
polynomial pour l'inférence des transferts horizontaux complets. Chaque THG inséré dans la 
phylogénie d'espèces aide à réconcilier les topologies des arbres de gène et d'espèces. Les 
67 
deux arbres peuvent être inférés à partir de séquences ou de distances et les deux peuvent 
inclure de l'incertitude. L'algorithme présenté peut se prévaloir d'une optimisation métrique, 
avec les moindres carrés (LS), ou topologique, avec la distance de Robinson et Foulds (RF), 
la distance de quartets (QD) ou la dissimilarité de bipartitions (BD), pour prédire les THG. 
La mesure BD introduite dans cette thèse peut être vue comme un raffinement intéressant de 
la distance RF. Elle permet de saisir le degré de dissimilarité entre des sous-arbres inégaux, 
ce que la largement utilisée distance RF ne parvient pas à faire. 
La figure 3.18 présente un exemple typique de la situation où la distance RF est 
inappropriée pour trouver un scénario optimal de transformations SPR. Elle montre un THG 
dans un arbre binaire avec n feuilles (arbre en forme d'une chenille). Ici, la phylogénie 
d'espèces T est l'arbre avant le transfert et la phylogénie de gène T'est l'arbre après ce 
transfert. Donc, la distance SPR entre Tet T'est l, alors que la distance RF entre T et T'est 
égale à son maximum possible: 2n-6. Cet exemple suggère que la métrique RF n'est pas 
vraiment une mesure appropriée pour approximer la distance SPR. D'autre part, la valeur de 
la dissimilarité de bipartitions entre T et T'est n-3, alors que son maximum pour le cas de 
deux arbres binaires avec n feuilles est n(n-3)/2 quand n est pair et (n-l )(n-3)/2 quand n est 
impair (voir la Proposition 2). 
L'algorithme HGT-Detection présenté ici a un nombre important de propriétés et 
d'avantages. Premièrement, les Théorèmes 1 et 2, utilisés dans la procédure algorithmique, 
lui permet d'inférer les transferts faisant partie d'un (ou de plusieurs) scénario(s) de THG de 
coût minimal. L'algorithme décrit n'est pas limité à des arbres d'espèces binaires. L'exemple 
des données de PheRS synthétase confirme qu'il peut être utilisé efficacement dans le cas où 
l'arbre d'espèces n'est pas totalement résolu. Dans ce cas, des THG triviaux seront aussi 
produits par l'algorithme. Ils doivent être ignorés dans la solution finale. D'autre part, le cas 
où les arbres de gène et d'espèces ont un nombre différent de feuilles peut être aussi pris en 
compte. Dans cette situation, nous devons d'abord trouver le sous-arbre maximal d'espèces 
identiques (i.e., feuilles) présentes dans les deux arbres et supprimer à répétition, dans les 
deux arbres, toutes les arêtes connectées aux espèces qui ne sont pas incluses dans ce sous­
arbre jusqu'à ce que les arbres ne comprennent qu'un ensemble de feuilles identiques. Quand 
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Figure 3.17 Scénarios de transferts obtenus par l'algorithme RIATA-HGT appliqué 
aux séquences du PheRs synthétase; 12 solutions ont été trouvées, chacune de taille 14. 
La solution présentée consiste en 19 THG, dont 14 réguliers et 5 triviaux. 
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Aussi, la situation où plus d'une copie d'un gène est considérée, peut être prise en 
compte en introduisant des espèces auxiliaires dans l'arbre d'espèces, chacune d'elles 
représentant une copie différente du gène. Les deux derniers cas constituent une voie 
prometteuse pour de futures recherches. Selon les résultats des simulations, la dissimilarité de 
bipartitions qui prétend comparer plutôt la qualité des bipartitions d'arbres, et non leur 
quantité comme le fait la distance RF, est beaucoup plus appropriée que RF pour trouver des 
scénarios optimaux d'opérations SPR (i.e., THG) servant à réconcilier des phylogénies 
d'espèces et de gènes données. 
Roof 
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Figure 3.18 Une opération SPR transformant l'arbre d'espèces T en l'arbre de gène T'. 
La distance RF entre les arbres Tet 1" est égale à sa valeur maximale 2n-6 alors que la 
distance SPR entre Tet 1" est égale à 1. 
En outre, la contrainte de sous-arbres (figure 3.2) considérée dans HGT-Detection offre 
plusieurs avantages importants (Makarenkov et aL, 2006 ; Boe et aL, 201 Oa). Premièrement, 
l'ordre de THG inférés sous cette contrainte est opposé à leur ordre d'évolution réel. La 
plupart des programmes de détection (e.g., LatTrans) ne produisent pas de THG dans un 
ordre strict d'évolution. Deuxièmement, la contrainte de sous-arbres prend soin de toutes les 
contraintes d'évolution nécessaires (figure 3.1 ; voir aussi Maddison, 1997 ou Page et 
Charleston, 1998) telles que les transferts sur la même lignée ou des transferts croisés. Toutes 
ces contraintes sont prises en compte automatiquement quand on utilise la contrainte de sous­
arbres car les deux sous-arbres impliqués dans un THG doivent être présents dans l'arbre de 
gène autant que le nouveau sous-arbre qu'ils forment après le transfert (figure 3.2). 
Troisièmement, l'utilisation de cette contrainte permet de réduire la taille du problème à 
chaque étape de l'algorithme, en contractant les sous-arbres identiques dans des phylogénies 
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d'espèces et de gène et en le remplaçant par des arêtes auxiliaires uniques. Quatrièmement, 
les deux derniers arguments offrent aussi un important gain en temps d'exécution pour ce 
problème connu comme computationnellement très difficile. L'importance d'un tel gain 
s'exhibe particulièrement quand il s'agit de calculer le support de bootstrap des transferts 
horizontaux. 
Comme toute méthode d'analyse phylogénétique, l'algorithme de détection des THG 
décrit dans cette thèse est contraint à un nombre d' artéfacts qui affectent généralement 
l'inférence phylogénétique. Les principaux d'entre eux sont l'attraction des longues branches, 
les taux d'évolution inégaux et les situations quand des THG COïncident, ou presque, avec des 
évènements de spéciation. Dans le futur, il sera important d'investiguer en détail l'impact des 
ces artéfacts sur les performances des algorithmes de détection des transferts horizontaux. 
Dans certain cas, notre algorithme peut échouer à obtenir un scénario optimal de THG ou 
peut inférer des THG allant dans la direction opposée. Ce dernier cas apparait quand une 
paire de THG, qui diffèrent seulement par leur direction, mène aux mêmes réarrangements 
topologiques de l'arbre d'espèces (e.g., les THG 2 et 3 et leurs opposés sur la figure 3.13). De 
tels transferts ont habituellement un faible support de bootstrap. Le problème de la non­
inférence d'un scénario de THG optimal est typique pour des petits arbres englobant un grand 
nombre de transferts. Cependant, l'algorithme de recherche exhaustive LatTrans (figure 3.8) 
et l'heuristique RJATA-HGT (figure 3.\0) ne se débrouillent pas mieux dans de telles 
situations (notre algorithme surclasse habituellement les deux derniers dans ces conditions). 
Des simulations Monté-Carlo exhaustives ont été menées dans le but de comparer les quatre 
mesures considérées (LS, QD, RF et BD) dans le contexte de l'inférence de transferts 
horizontaux. Ces simulations démontrent que l'algorithme basé sur BD surclasse les trois 
autres stratégies dans la plupart des circonstances (voir les figures 3.6 et 3.7). La procédure 
basée sur RF a été prouvée la moins fiable des quatre stratégies. En plus, la procédure basée 
sur BD a été comparée à l'algorithme exponentiel LatTrans (Hallett and Lagergren, 200\) et 
à une heuristique rapide RJATA-HGT (Nakhleh et al., 2005; Than et Nakhleh, 2008) en 
termes de taux de détection des THG et de temps d'exécution. Tandis que HGT-Detection et 
LatTrans présentent des résultats très similaires en termes de recouvrement des THG (voir les 
figures 3.6 et 3.8), notre algorithme reste beaucoup plus rapide que LatTrans (figure 3.9). 
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D'autre part, la stratégie basée sur BD surclasse RJATA-HGT en termes de détection des 
transferts horizontaux et de temps d'exécution (figure 3.10). Mentionnons que le nouvel 
algorithme peut être particulièrement utile pour valider les transferts obtenus par bootstrap. 
Trois façons d'effectuer la validation des THG par bootstrap ont été suggérées selon des 
données disponibles. Le calcul du support de bootstrap des THG peut être effectué prenant en 
compte la robustesse de l'arbre d'espèces, celle de l'arbre de gène, ainsi que le taux de THG 
obtenus dans tous les scénarios de coût minimal trouvés pour une paire d'arbres d'espèces et 
de gène (voir les Formules 2 et 3). 
La nouvelle version du programme T-Rex (Makarenkov, 2001), incluant l'algorithme 
décrit pour la prédiction et la validation des THG de même que les jeux de données des 
exemples discutés est disponible à l'adresse suivante: http://www.trex.uqam.ca. Le code 
source de principales applications incluses dans T-Rex est présenté dans l'Annexe C. 
[Cette page a été laissée intentionnellement blanche] 
CHAPITRE IV 
MODÈLE DU TRANSFERT HORIZONTAL PARTIEL 
4.1 Introduction 
Dans le chapitre précédent, nous avons décrit un nouvel algorithme pour la détection et la 
validation des transferts horizontaux de gènes. Cet algorithme s'applique au modèle du 
transfert complet qui assume soit que le gène transféré supplante le gène orthologue entier 
dans le génome receveur, soit, si le gène transféré est absent du génome receveur, qu'il lui est 
ajouté (Boe et al., 2010a). Le second modèle, celui du transfert partiel (Makarenkov et al., 
2006 et 2008; Boe et Makarenkov 2011) implique la formation des gènes mosaïques. Un 
gène mosaïque est un allèle (i.e., copie d'un gène) acquis à travers une transformation ou une 
conjugaison (e.g., à partir de bactéries différentes) et une intégration subséquente, par le biais 
d'une recombinaison intragénique, dans l'allèle original de l'hôte (Hollingshead et al., 2000, 
Zhaxybayeva et al., 2004). Ce dernier modèle est une généralisation du premier, car il 
considère des sous-ensembles de la séquence du gène transféré horizontalement. 
Alors que plusieurs méthodes ont été proposées pour ['identification et la validation 
des THG complets (Hein, 1990; von Haeseler et Churchill, 1993; Page 1994; Mirkin et al., 
1995, Maddison, 1997; Lawrence et Ochman, 1997; Charleston, 1998; Hallett et Lagergren, 
2001, Boe et Makarenkov, 2003; MacLeod et al., 2005; Nakhleh et al., 2005; Tsirigos et 
Rigoutsos, 2005; Beiko et Hamilton, 2006; Jin et al., 2006 et 2007; Linz et al., 2007; Than et 
Nakhleh 2008; Boe et al., 2010), seulement deux méthodes traitent du problème de 
l'inférence de THG partiels et prédisent les origines des gènes mosaïques (Denamur et al., 
2000 et Makarenkov et al., 2006). Cependant, ces deux travaux ne traitent pas la validation 
des transferts partiels obtenus et n'incluent pas de simulations Monté-Carlo pour tester les 
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performances des algorithmes dans différentes situations pratiques. Dans les faits, aucune 
méthode fiable pour l'identification des gènes mosaïques et des transferts horizontaux de 
gènes (THG) partiels correspondants n'a été proposée jusqu'à ce jour, alors que 
l'identification et la validation effective des gènes mosaïques est un des défis majeurs en 
biologie computationnelle. 
Nous proposons, dans ce chapitre deux algorithmes pour la prédiction de THG partiels. 
Le premier se base sur l'optimisation des distances par les moindres carrés pour évaluer les 
portions de séquences transférées (Makarenkov et al., 2006 et 2008). Un modèle 
d'optimisation et un algorithme sont alors présentés. Le deuxième modèle se base sur 
l'algorithme décrit dans (Boc et Makarenkov, 20 Il) associé au principe de fenêtres 
coulissantes. Cette approche permet d'identifier des transferts partiels en se déplaçant le long 
d'un alignement de séquences multiples. Dans ce second algorithme, une procédure de 
bootstrap est utilisée pour évaluer le support de chaque transfert génétique prédit. Les 
simulations complètes ont aussi été réalisées pour tester la capacité de cet algorithme 
d'identifier correctement les transferts partiels en fonction du nombre de transferts et du 
nombre d'espèces (i.e., la taille de l'arbre). Dans la section résultats, cet algorithme est 
appliqué pour inférer des THG partiels dans le contexte de l'évolution des gènes rbeL 
(originalement considéré par Delwiche et Palmer, 1996) et mutU (originalement considéré 
par Denamur et al., 2000). La méthode proposée peut aussi être utilisée pour confirmer ou 
infirmer des transferts de gènes complets inférés pour une paire d'arbres d'espèces et de 
gène. De plus, le nouvel algorithme peut être utilisé à l'échelle génomique pour évaluer les 
taux de THG (complets et partiels) entre des génomes alignés. L'algorithme proposé est 
inclus dans le paquet T-REX (Makarenkov, 2001) disponible à l'URL: www.trex.uqam.ca. 
Mais tout d'abord, il est important de comprendre le rôle et J'importance des gènes 
mosaïques, ainsi que leur rapport avec le transfeli horizontal de gènes. 
4.2 Les gènes mosaïques 
Les bactéries et les archées s'adaptent à différentes conditions environnementales via 
l'acquisition de gènes mosaïques (Davison, 1999; Gogarten et al., 2002). Le terme 
"mosaïque" découle de la configuration des blocs entrecoupés de séquences ayant des 
histoires d'évolution différentes, mais se trouvant combinés dans l'allèle résultant suite à des 
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évènements de recombinaison (figure 4.1). Les segments recombinés peuvent être dérivés 
d'autres souches d'espèces similaires ou d'espèces distantes (Hollingshead et al., 2000, 
Gogarten et al., 2002). Un gène mosaïque est composé de séquences polymorphes identiques 
à l'allèle original dans certaines parties du gène, mais contenant, d'autre part, des parties 
dérivées de l'ADN intégré. Quand l'ADN entrant est très différent de l'ADN hôte, les gènes 
mosaïques peuvent exprimer des protéines avec de nouveaux phénotypes (e.g., dans le cas où 
l'ADN du donneur dérive d'une espèce assez distance ou d'un gène différent). Il existe une 
évidence biologique que les gènes mosaïques soient générés constamment dans les 
populations d'organismes transformables, et très probablement dans tous leurs gènes 
(Maiden, 1998). Les gènes mosaïques ont aussi été observés chez des bactéries non­
transformables, mais à une fréquence plus faible. Par exemple, chez les espèces de Neisseria, 
les allèles mosaïques ont été reportés pour plusieurs gènes, comprenant ceux encodant des 
antigènes de surface, la protéase IgA et des cibles antibiotiques (Maiden, 1998; Hollingshead 
et al., 2000). Un des exemples de gènes mosaïques le plus typique, résultant de transferts 
horizontaux entre les espèces, est celui du gène qui encode les protéines de liaison résistantes 
à la pénicilline (PBP) chez Streptococcus pneunomiae. Ces protéines sont des cibles létales 
des B-Lactams de la pénicilline (Maiden, 1998, Claverys et al., 2000). Les pneumocoques, 
capables de transferts horizontaux entre les espèces, devraient même subir, en toute 
vraisemblance, des THG fréquents à l'intérieur des espèces (i.e., entre différentes souches) 
qui contribueraient au développement des allèles mosaïques (Hollingshead et al., 2000). 
il 
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l' 
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Figure 4.1 Un gène mosaïque incluant une sous-séquence (en blanc) provenant 
d'une autre espèce. 
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4.3 Premier modèle d'inférence des transferts partiels 
Dans un arbre phylogénétique, il y a toujours un chemin unique connectant une paire de 
nœuds. L'ajout d'une arête de THG crée un chemin supplémentaire entre certains nœuds. La 
figure 4.2 illustre le cas où la distance d'évolution entre les taxons i et} peut être affectée par 
l'ajout du THG (b,a) représentant le transfert partiel du gène donné de b vers a. Il est 
pertinent d'assumer que le THG entre b et a peut affecter )a distance d'évolution entre les 
taxons i et}, si et seulement si, le point de destination a est situé sur le chemin entre i et la 
racine de l'arbre; la position de} est supposée être fixe. Alors, dans la phylogénie réticulée T 
de la figure 4.2, la distance d'évolution dlUj) entre les taxons i et} peut être calculée comme 
suit: 
dIU,}) = (1 - a) dU'}) + a (d(i, a) + d(j,b)), (1) 
où a indique la fraction du gène transféré, inconnue à l'avance et d est la distance entre les 
nœuds dans l'arbre d'espèces avant l'ajout du transfert (b,a) (voir Makarenkov et al., 2008). 
Root 
Figure 4.2 La situation où le transfert (b,a) affecte la distance d(iJ), mais pas la 
distance d(iIJ). 
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Par contre, la distance entre les taxons il etj (figure 4.2) ne doit pas être affectée par l'ajout 
de l'arête (b,a). La figure 4.3 illustre les autres cas où l'ajout d'une arête ne doit pas affecter 
la longueur du chemin entre i etj. 
Root Root Root 
(a) (b) (c) 
Figure 4.3 Situations où la distance évolutive entre i etj ne change pas après 
l'ajout de la nouvelle arête (b,a). 
La fonction des moindres carrés, à minimiser, Q, avec un vecteur de longueurs 
d'arêtes 1dans T et une fraction inconnue du gène transféré a, est comme suit: 
Q(L,a) 2«(1- a) ~ lt + a( ~l~ + ~ lJb) - b(i,}) )2 
ijES kEpath(ij) kEpath(ia) kEpath(jb) 
(2) 
où O(iJ) est la valeur de la dissimilarité initiale entre i et j, lt est la longueur de l'arête kdu 
chemin (ij) dans T, a est la fraction du gène transférée (0 :s a :s 1) et S est l'ensemble des 
paires de taxons W} tels que le transfert (b,a) peut affecter la distance d'évolution entre eux. 
Pour montrer que le problème d'optimisation par les moindres carrés du transfert partiel de 
gène, est NP-difficile, le problème suivant peut être énoncé: 
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Données: L'arbre phylogénétique d'espèces T (avec la matrice de distances d associée à T 
sur l'ensemble de taxons X), la dissimilarité de gène {) sur X et une valeur fixe non-négative 
t:. 
Problème: Trouver le nombre minimal de transferts partiels k tels que: 
Q = 2: 2: (dk (i,)) - 6(i,}))2 :5 ê, (3) 
i j 
OÙ dk(iJ) est la distance entre les taxons i et j, calculée en utilisant les Formules 1 et 2 dans 
le réseau phylogénétique Tk obtenu à partir de T après l'ajout de k transferts de gènes 
partiels. 
Théorème 1. Le problème du nombre minimal de transferts partiels de gène (MNPGT) est 
NP-difficile. 
La preuve de ce théorème est basée sur une réduction en un temps polynomial du Problème 
de Transferts des Sous-arbres (le problème PTS) qui consiste à trouver le nombre minimal de 
transferts de gène complets pour transformer un arbre d'espèces T donné en un arbre de gène 
T' donné. Le problème PTS est identique à celui de l'ajout à T du nombre minimal de 
transferts de gènes complets tels que Q = 2: 2: (dk (i,)) - 6(i,)))2 :5 0 (i.e., le cas où ê = 0 
i j 
est considéré), où dk(ij) est la distance entre i etj dans l'arbre phylogénétique (i.e., un cas 
particulier de réseau phylogénétique). Ici, l'arbre Tk est obtenu à partir de T par l'ajout de k 
transferts complets (i.e., un cas particulier d'un transfert partiel) et O(iJ) est la matrice de 
distances associée à l'arbre de gène T'. 0 
Plusieurs contraintes temporelles importantes doivent être incorporées dans ce modèle, 
en plus de celles qui sont déjà prises en compte dans le modèle du transfert complet, pour 
identifier les interactions entre les THG patiiels qui ne sont pas éligibles d'un point de vue de 
['évolution. Certaines de ces contraintes, ont été initialement indiquées par Page et 
Charleston (1998a et b). Par exemple, les transferts croisés entre deux lignées (figure 4.4) 





Lineage 1 Lineage2 Lineage 1 Lineage2 
Ca) Cb) 
Figure 4.4 Les transferts croisés doivent être interdits. 
Notons que la règle illustrée dans la figure 4.4a est automatiquement prise en compte 
dans le modèle de transferts de gènes complets, où ces violations seraient équivalentes à la 
violation de la contrainte de la même lignée (voir Page et Charleston 1998). Par exemple, 
(figure 4.4a), le THG de (z,w) vers (x,y) ne peut pas être suivis par le transfert allant de 
(zt,w,) à (Xt,YI) qui sera localisé sur la même lignée (lignée 2). Nous avons aussi identifié 
deux cas, où la distance d'évolution entre les taxons i et} peut être affectée par des transferts 
multiples (figure 4.5a et b) ; et, deux cas, où la distance ne doit pas être affectée par ces 
transferts (figure 4.5c et d). Ne pas prendre en compte ces contraintes peut résulter en des 
transferts mutuellement incompatibles. 
Supposons qu'un transfert pm1iel entre les arêtes (z,w) et (x,y) (i.e., de b à a dans la 
figure 4.2) de l'arbre d'espèces T ait lieu. Les longueurs de toutes les arêtes dans T sont 
réévaluées selon les moindres carrés après l'ajout de l'arête (b,a), alors que la longueur de 





Figure 4.5 La distance entre les feuilles i etj peut être affectée par les deux transferts 
présentés dans les portions (a) et (b) de la figure. Cette distance ne peut pas être affectée 
dans les cas présentés dans les portions (c) et (d) de la figure. 
Pour réévaluer les longueurs des arêtes de T, nous avons tout d'abord fait une 
supposition concernant la valeur du paramètre a (Equation 1), indiquant la fraction du gène 
qui a été transférée. Ce paramètre peut être estimé soit en comparant des séquences 
correspondant aux sous-arbres enracinés par les nœuds y et w, soit par le test de différentes 
valeurs a dans le problème d'optimisation. 
En fixant le paramètre a, nous réduisons à un système linéaire le système d'équations 
établissant la correspondance entre les distances génétiques expérimentales et les distances 
dans le réseau de transferts. Ce système, qui a généralement plus de variables (i.e., longueurs 
des arêtes de 1) que d'équations (i.e., paires de distances dans T; le nombre d'équations est 
toujours n(n-l)/2 pour n taxons), peut être résolu en utilisant l'approximation par les 
moindres carrés. Voyons maintenant comment le problème d'approximation peut être 
formulé et efficacement résolu. 
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Soit A. la matrice de dimension n(n-l )/2 x m, chaque ligne étant une paire de taxons de 
X, où n est le nombre de taxons et m est le nombre d'arêtes dans T. La valeur Gij,e de cette 
matrice, correspondant à la paire de taxons ij et à l'arête e, est égale soit à 1, soit à a, soit à l ­
a (si l'arête e se trouve sur le chemin (ij) dans 7), ou est égale à 0 sinon. Soit f le vecteur de 
longueurs d'arêtes à m éléments et d le vecteur de distances de gènes à n(n-I )/2 éléments. 
En fixant la valeur de a (e.g., les valeurs 0, 0.1, 0.2, ... , et 1.0 peuvent être testées), 
nous obtenons un système d'équations linéaires avec n(n-l )/2 équations et m inconnues: A. x 
f = d. Quand n 2: 4, ce système a plus d'équations que d'inconnues. Il peut donc être résolu 
par approximation de la façon suivante: 
(A.x f - d)2 ----> min. (4) 
Après avoir pris le gradient, nous avons: 
A~ x (Ax f - d) = 0 (5) 
À la suite de manipulations algébriques, nous obtenons: 
A I X A x f = A' x d (6)a· a 
Alors, nous avons: B x f = c, où B est une matrice (m x m) et c est un vecteur à m 
composantes. 
Suivant Barthélemy et Guénoche (1988) et Makarenkov et Leclerc (1999), nous appliquons 
une méthode de Gauss-Seidel légèrement modifiée pour résoudre le système ci-dessus. La 
méthode consiste à décomposer B dans sa diagonale (L'l), sa composante triangulaire 
supérieure stricte (-F) et sa composante triangulaire inférieure stricte (-E): 
-F, 




Alors, nous appliquons la procédure itérative suivante: 
L1 x i k+1) = E x i k+ 1) + F x i k) + c, (8) 
qui nous permet de calculer graduellement les composantes du vecteur f(j)(k+ \ 
correspondant aux longueurs des arêtes de T à la k+ I-ème itération, à partir de f(jt Si la 
1
valeur calculée de f(j)(k+ ) est négative, elle est remplacée par la valeur de O. Cette opération 
est équivalente à la projection sur le cône f ~ 0, qui assure une solution appropriée (i.e., non-
négative). 
L'équation exacte utilisée dans cette méthode est la suivante, pour tousj = 1,2, ... , m: 
Les principales étapes de l'algorithme pour la détection des transferts de gène partiels 
peuvent être énoncées comme suit: 
Étape préliminaire. Cette étape correspond à l'étape préliminaire discutée dans le contexte 
du modèle du transfert complet. Elle consiste à inférer les phylogénies d'espèces et de gène, 
notées respectivement T et T', dont les feuilles sont étiquetées par le même ensemble X de n 
taxons. Nous utilisons le critère des moindres carrés comme unique critère d'optimisation 
quand nous modélisons les transferts horizontaux partiels car les trois autres critères 
considérés (i.e., RF, QD et BD) s'appliquent uniquement à des topologies d'arbres. 
Étape 1. Tester toutes les connexions entre les paires d'arêtes dans l'arbre T. Pour chaque 
THG satisfaisant les contraintes d'évolution, effectuer les opérations suivantes: 
a) Fixer la valeur de la fraction transférée du gène a (e.g., on peut essayer à chaque 
tour les valeurs de 0, 0.1, 0.2, ... , et 1.0). Calculer les longueurs optimales f des 
arêtes dans l'arbre d'espèces (ou dans Je réseau, commençant par l'étape 2) T en 
utilisant la méthode itérative de Gauss-Seidel (Formules 8 et 9). 
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b)	 Retourner au système d'équations original: Aax .e = d. Fixer les valeurs du vecteur 
.e trouvées en utilisant la méthode de Gauss-Siedel et résoudre le problème par les 
moindres carrés en considérant comme inconnu le paramètre Ct. 
c)	 Fixer la valeur optimale de Ct trouvée et répéter le calcul jusqu'à ce que les deux 
paramètres inconnus convergent vers une solution. 
Toutes les paires d'arêtes éligibles (i.e., satisfaisant les contraintes d'évolution) dans T 
peuvent être traitées de cette façon. Le THG produisant la plus petite valeur du coefficient 
des moindres carrés, Q, et satisfaisant les contraintes d'évolution définies, est sélectionné 
pour l'ajout dans l'arbre d'espèces T, le transformant ainsi en un réseau phylogénétique. 
Étape 2..k. Exécuter l'algorithme jusqu'à ce qu'un nombre fixe de transferts partiels, k, soit 
trouvé et ajouté à Tou que la valeur de Q soit plus petite qu'un seuil préétabli ê. 
La complexité algorithm ique de cette méthode est O(kn 5) pour ajouter k transferts 
horizontaux de gène partiels dans un arbre phylogénétique d'espèces à n feuilles. 
4.4	 Deuxième modèle d'inférence des transferts partiels 
Dans cette section nous décrivons les principales propriétés de notre deuxième approche 
algorithmique servant à inférer des THG partiels. Les principales étapes de l'algorithme, qui 
cherche à produire un scénario optimal de transferts partiels d'un gène donné pour un groupe 
d'espèces considéré, sont résumées ci-dessous. Une validation par bootstrap est effectuée 
pour chaque transfert partiel hypothétique et seuls les transferts avec les valeurs de bootstrap 
les plus élevées sont inclus dans la solution finale. Une procédure de fenêtre coulissante est 
utilisée pour tester différents fragments de l'alignement de séquences multiples (ASM). 
Notons qu'une approche utilisant une fenêtre coulissante a été précédemment utilisée pour 
détecter les recombinaisons (Ray 1998; Paraskevis et al., 2005; Lee et Sung, 2008), mais 
aucun de ces travaux ne traite le problème du transfert de gènes partiels. Un algorithme pour 
l'identification des transferts complets est utilisé à chaque étape pour réconcilier ('arbre 
d'espèces donné et l'arbre de gène partiel inféré à partir des séquences situées à l'intérieur de 
la fenêtre cou lissante (Boc et Makarenkov, 201 1). 
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4.4.1 Algorithme pour détecter des transferts partiels 
Étape préliminaire. Soit X un ensemble d'espèces, ASM un alignement de séquences 
multiples de longueur l, et SiJ le fragment de l' ASM, étant analysé, et situé entre les sites i et 
}, où 1<= i <} <= 1. Nous définissons aussi la taille de la fenêtre coulissante w (w =) - i) et la 
taille du pas de progression s. Inférons l'arbre phylogénétique d'espèces T. Usuellement, un 
arbre basé sur les caractères morphologiques ou sur une molécule qui est supposée être 
réfractaire aux transferts horizontaux de gènes (e.g., 16S sRNA ou 23S sRNA) joue le rôle de 
l'arbre d'espèces. L'arbre T doit être enraciné en respectant les hypothèses d'évolution 
connues. Si aucune hypothèse biologique plausible pour enraciner T n'est disponible, les 
stratégies d'outgroup ou de point médian peuvent être utilisées. L'enracinement de l'arbre est 
important car la racine permet de prendre en compte les règles d'évolution (Maddison 1997, 
Hallett et Lagergren 2001) qui doivent être respectées lorsqu'on infère des transferts 
horizontaux. Fixons la taille de la fenêtre coulissante w et la taille du pas s (dans nos 
expériences, les tailles de fenêtres égales à 115, 114, 113, 112 et le pas de progression de 10 sites 
ont été utilisés). 
Étape k. Fixons la position de la fenêtre coulissante dans l'intervalle [iJ'), où i = 1 + s(k - 1) et 
j = i + w (voir la figure 4.6). Si i + w > l, alors} = 1. Inférons un arbre de gène partiel T' 
caractérisant l'évolution du fragment de l'ASM localisé dans l'intervalle [ij]. Dans cette 
étude, la méthode PHYML (Guindon et Gascuel, 2003) a été utilisée pour inférer les arbres de 
gène partiels. Appliquons un algorithme de détection pour inférer un scénario de THG 
partiels associé à l'intervalle [i,}]. Ici, nous avons utilisé l'algorithme HGT-Detection décrit 
dans le chapitre III pour inférer des transferts complets, mais n'importe quel autre algorithme 
pourrait être utilisé à sa place. Cet algorithme de détection des THG est plus rapide et dans la 
plupart des cas aussi précis que les populaires algorithmes LatTrans (Hallett and Lagergren, 
2001) et RJATA-HGT (Nakhleh et al., 2005). La dissimilarité de bipartitions (Makarenkov et 
aL, 2007; Boe et aL, 2010a) a été utilisée comme critère d'optimisation. Une procédure pour 
éval uer la fiabi lité des transferts partiels obtenus (i.e., support de bootstrap) a aussi été 
développée. Une telle procédure de bootstrap prend en com pte l'incertitude des arbres de 
gène partiels ainsi que Je nombre de fois qu'un transfert donné apparait dans tous les 
scénarios de coût minimal obtenus pour les arbres d'espèces et de gène donnés (voir les 
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Fonnules 2 et 3 dans le chapitre III). Parmi les THG partiels obtenus, nous retenons 
seulement ceux ayant un score de bootstrap significatif. 
Étape finale. Établissons une liste des THG partiels prédits. Identifions les intervalles 
entrelacés donnant lieu à des transferts partiels identiques (i.e., les mêmes donneurs et 
receveurs et la même direction). Ré-exécutons l'algorithme de détection des THG pour tous 
les intervalles entrelacés (considérant leur longueur totale dans chaque cas) produisant les 
THG partiels identiques. Si ces THG partiels sont trouvés à nouveau (c'était habituellement 
le cas dans nos expériences) pour le fragment de séquences situé dans les intervalles 
entrelacés, évaluons leur support de bootstrap et, selon le support obtenu, incluons-les dans la 
solution finale ou supprimons-les. 
La complexité de cet algorithme est comme suit: 
OCr x ((1- w) x (C(Phln) + T x n4 ))), (10) 
s 
où west la taille de la fenêtre coulissante, s est le pas de progression, C(Phln) est la 
complexité de la méthode d'inférence d'arbres phylogénétiques (e.g., PHYML) utilisée pour 
inférer les phylogénies à partir des fragments de séquences dans la fenêtre coulissante, r est le 
nombre de réplicats dans le bootstrap, n est le nombre d'espèces et Test le nombre moyen de 
transferts inférés pour un fragment de séquences de taille w. 
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HGT inference (e.g., using HGT-Detection) 
/~ 







Tree inference (e.g., using PhyML) Set of 
species X 1 
A GGTAAAA CTACCGTCTTACTTACTACACTC GATTATGTTGTAAAGGATACTGATATCCTA 
B TTCCGTAT CTCCACAACCAGGTGTTCCACC GAAGAGTGTGCTGCTGCTGTAGCTGCAGAAT 
C CAGGTACA GGACAACTGTATGGACTGATGGA TAACAAGTCTTGACCGTTACAAAGGACGTTG 
D TATCGAGC GTTCCAGGTGAAGATAACCAAT CGTTTGTTACGTAGCTTACCCAATCGATCTC 
E GAAGGAT GTTACTAACCTATTCACTTCAAT GTAGGTAACGTATTTGGATTCAAGGCTCTAC 
F TACGTCTT GGATCTACGTATTCCTCCTGCT ACTGTAAGACTTTCGTAGGACCTCCTCACGG 
I~ ~I 
Window size w j 
1. 
Multiple sequence alignment (MSA) of size 1 
Figure 4.6 L'arbre de gène partiel est inféré en utilisant les séquences situées à 
l'intérieur de la fenêtre coulissante et l'algorithme de détection des transferts complets 
(Boc et al., 2010a), incluant l'étape de validation par bootstrap, est alors exécuté. 
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4.4.2 Simulations Monté-Carlo 
Des simulations Monté-Carlo ont été menées pour tester l'efficacité du nouvel algorithme 
dans le contexte des THG partiels. Nous avons examiné comment l'algorithme proposé se 
comporte en fonction du nombre d'espèces observées (i.e., la taille de l'arbre) et du nombre 
de transferts partiels générés. La procédure de simulations inclut les quatre étapes de base 
suivantes: 
Première étape. Des arbres binaires d'espèces avec 8, 16,32 et 64 feuilles ont été créés en 
utilisant la procédure de génération d'arbres aléatoires de Kuhner et Felsenstein (1994). Les 
longueurs des arêtes des arbres ont été générées en utilisant une distribution exponentielle. En 
suivant l'approche de Guindon et Gascuel (2002), nous avons ajouté un peu de bruit aux 
arêtes pour modéliser un écart par rapport à l'hypothèse de l'horloge moléculaire. Les arbres 
aléatoires produits par cette procédure avaient une profondeur de O(log (n)), où n est le 
nombre d'espèces (i.e., le nombre de feuilles dans un arbre phylogénétique binaire). 
Deuxième étape. Nous avons exécuté le programme SeqGen (Rambaut et Grassly, 1996) 
pour générer des alignements de séquences multiples de protéines le long des arêtes des 
arbres d'espèces construits à la première étape. Le programme SeqGen a été utilisé avec le 
modèle de substitution de protéines JTT (Jones et al., 1992), une distribution Gamma 
estimée, un nombre de catégories de taux de substitution égale à 4 et une proportion des sites 
invariables égale à O. Des séquences de protéines avec 500 acides aminés ont été générées. 
Ces paramètres ont été sélectionnés dans le but de rendre les paramètres des simulations 
similaires à ceux utilisés dans la section "Exemples" (voir l'exemple de l'évolution du gène 
rbeL). 
Troisième étape. Pour chaque arbre d'espèces T, nous avons généré des arbres de gènes avec 
le même nombre de feuilles en effectuant des déplacements SPR aléatoires de ses sous­
arbres. Un modèle satisfaisant toutes les contraintes d'évolution plausibles a été implémenté 
pour générer les THG partiels aléatoires. Pour chaque arbre d'espèces, 1 à 5 déplacements 
SPR aléatoires ont été effectués et différents arbres de gènes T', englobant entre 1 et 5 THG 
partiels, ont été générés. Pour chaque arbre de gène, les fragments de séquences dans les 
sous-arbres affectés par les THG ont été régénérés avec SeqGen. Nous avons fixé la taille de 
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chaque séquence transférée à 200 acides aminés. Les alignements de séquences multiples 
obtenus contenaient donc des blocs de séquences affectées par des THG. 
Quatrième étape. Nous avons exécuté l'algorithme pour chaque arbre d'espèces généré et 
l'alignement de séquences multiples associé qui était affecté par les THG partiels. La taille de 
la fenêtre coulissante a été fixée à 100, 200, 300, 400, puis 500 acides aminés; 100 réplicats 
de chaque arbre de gène partiel T'ont été générés pour évaluer le support de bootstrap des 
arêtes de T' dans un premier temps, puis le support des THG partiels obtenus dans un 
deuxième temps. Les arbres qui avaient le support de bootstrap inférieur à 60% ont été retirés 
de l'analyse. Parmi les THG obtenus, seuls les transferts avec un bootstrap supérieur à 90% 
ont été retenus dans la solution finale. Finalement, nous avons estimé le taux de détection (les 
vrais positifs seulement) et le taux de faux positifs en fonction du nombre d'espèces et de 
transferts générés. 
Les performances moyennes obtenues par cet algorithme sont illustrées sur les 
figures 4.7 et 4.8. Pour chaque ensemble de paramètres (taille de l'arbre, nombre de THG 
générés), 100 jeux de données répliqués ont été testés. La figure 4.7 (a) montre que les 
meilleurs taux de détection ont été obtenus pour les arbres de 16 espèces. Les résultats 
variaient de 100%, pour un transfert, à 88%, pour cinq transferts. En outre, on peut noter à la 
figure 4.7b que le taux de faux positifs pour les arbres de 16 espèces était habituellement plus 
petit que 40%. Les mêmes tendances peuvent être observées pour les autres tailles d'arbres. 
La figure 4.8 met en lumière les différences entre le taux de détection moyen et le taux de 
faux positifs moyen en fonction du nombre d'espèces. La moyenne ici était calculée à partir 
des résultats obtenus pour l à 5 THG générés. Alors que le taux de détection moyen était 
toujours supérieur à 70% (79,6% en moyenne), le taux moyen de faux positifs était toujours 
inférieur à 40% (30,8% en moyenne). Selon des tests additionnels (non décrits ici), ces 
résultats peuvent être améliorés en ajustant les paramètres des simulations dépendamment de 
la nature des séquences étudiées. Les résultats des simulations suggèrent que cet algorithme 
peut être utile pour détecter des THG partiels (i.e., identification des gènes mosaïques). Les 
meilleurs taux de détection ont été obtenus pour les arbres avec 16 et 32 feui lies. Les pl us 
faibles taux de faux positifs ont été obtenus pour les arbres de 32 et 64 feuilles. Alors qu'en 
moyenne les taux de détection des THG partiels étaient légèrement plus faibles que ceux 
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obtenus par les algorithmes LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et HGT-Detection pour les 
transferts complets (voir la figure 3.8), il est important de noter que le problème de détection 
des THG partiels est beaucoup plus complexe en raison de la forte similarité des fragments de 
séquences situés dans les blocs d'alignements multiples affectés par des THG et à cause des 
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Figure 4.7 Taux de détection et taux de faux positifs en fonction du nombre de feuilles 
et du nombre de transferts horizontaux partiels. Le taux de détection présenté en 
fonction du nombre de transferts (a) et du nombre de feuilles (c). Le taux de faux 


























8 16 32 64 
Number of species 
Figure 4.8 Taux moyens de détection (vrais et faux positifs) pour les cas de 1 à 5 
transferts partiels générés. 
4.4.3 Exem pIes 
4.4.3.1 Détection des transferts partiels du gène rbeL 
Premièrement, nous avons appliqué le deuxième algorithme de détection de THG partiels à 
l'analyse des données de protéobactéries, cyanobactéries et plastides originalement 
examinées par Delwiche et Palmer (1996). Ces auteurs ont discuté l'hypothèse de THG du 
gène rubisco (rbcL) contre l'hypothèse d'une ancienne duplication suivie par des pertes 
partielles du gène. En utilisant une méthode de maximum de parcimonie, Delwiche et Palmer 
(1996) ont inféré une phylogénie du gène rbcL pour 48 espèces, incluant 42 entrées pour la 
forme l et 6 entrées pour la forme II du gène rubisco. Ils ont souligné que la classification 
basée sur le gène rbcL contenait plusieurs conflits par rapport à celle basée sur l' ARN 
ribosomale 16S et d'autres évidences biologiques. Les séquences alignées de la protéine rbcL 
considérées par Delwiche et Palmer et réanalysées dans cette thèse sont disponibles à 
l'adresse URL suivante: http://www.life.umd.edullabs/delwiche. 
Pour effectuer notre analyse, nous avonS considéré 42 des 48 organismes de l'étude 
originale: toutes les entrées de la forme l de rbcL ont été sélectionnées, et les 6 entrées de la 
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forme II, utilisées par Delwiche et Palmer (]996) pour enraciner l'arbre de gène, ont été 
écartées. Les espèces Chromatium et Hydrogenovibrio, ayant deux différentes copies du gène 
rubisco, notées respectivement, Chromatium A et L, et Hydrogenovibrio Li et L2, ont été 
considérées dans l'étude originale. Donc, dans cet exemple, la phylogénie du gène rbeL 
inclut 42 organismes, alors que la phylogénie d'espèces n'en contient que 40. Il est impoltant 
de noter que notre algorithme a été adapté pour prendre en compte les arbres d'espèces et de 
gène ayant un nombre différent de feuilles. L'arbre de maximum de vraisemblance pour le 
gène rbeL inféré en utilisant la méthode PHYML (Guindon et Gascuel, 2003) est montré à la 
figure 4.9. Cet arbre est très similaire à celui obtenu par Delwiche et Palmer (voir la figure 2, 
1996 ). 
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Figure 4.9 La phylogénie du gène rheL pour 42 bactéries et plastides obtenue à l'aide 
de PHYML. La classification basée sur l'ARN ribosomale 168 est indiquée dans la 
partie droite de la figure. Les scores de bootstrap ont été calculés pour 100 réplicats. 
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Les organismes Pseudomonas et endosymbiont of Alvinoconcha, notés comme 
incertains dans Delwiche et Palmer (1996), ont été récemment classifiés comme des ~­
protéobactéries. L'arbre d'espèces correspondant (voir la figure 4.10) a été reconstruit et 
enraciné en utilisant les données appropriées du NCBI (Benson et al., 2009). Comme nous 
étions plutôt intéressés à identifier les transferts entre les groupes d'organismes, nous avons 
gardé intacte, en respectant la topologie de l'arbre de gène, la position des organismes 
appartenant aux mêmes groupes. Par exemple, les topologies des clades des chloroplastes, 
des cyanobactéries et des algues rouges et brunes sont identiques dans les phylogénies de 
gène et d'espèces illustrées dans les figures 4.9 et 4.10, respectivement. Un nombre important 
de conflits topologiques entre les phylogénies d'espèces et de gène peuvent être observés. Par 
exemple, il existe un grand clade dans l'arbre de gène avec un support de bootstrap de 98% 
(figure 4.9), incluant une a-protéobactérie, trois ~-protéobactéries, six y-protéobactéries et 
une cyanobactérie. De tels conflits topologiques peuvent être expliqués soit par un grand 
nombre de transferts horizontaux (complets ou partiels), soit par une ancienne duplication 
suivie par des pertes de gènes (ces deux hypothèses ne sont pas mutuellement exclusives; 
pour plus de détails, voir Delwiche et Palmer, 1996). Ci-dessous, nous considérons seulement 
l'hypothèse de THG pour expliquer l'incongruence topologique entre les arbres d'espèces 
(figure 4.10) et de gène (figure 4.9). 
Tout d'abord, nous avons exécuté notre algorithme HGT-Detection (voir chapitre III et 
Boc et al., 2010) pour prédire les THG complets; la dissimilarité de bipartitions a été utilisée 
comme critère d'optimisation. Le scénario de coût minimal de 9 THG nécessaires pour 
réconcilier les phylogénies d'espèces et de gène est présenté à la figure 4.10 (les THG sont 
représentés par les flèches numérotées). L'optimalité de cette solution a été confirmée par le 
programme LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) qui se base sur une recherche exhaustive. 
Le support de bootstrap pour les transferts complets a aussi été calculé. 
Par la suite, nous avons exécuté le deuxième algorithme de prédiction des THG 
partiels. Nous avons utilisé des fenêtres coulissantes de tailles 200, 300 et 400 sites avec un 
pas de progression de 10 sites. Les arbres partiels correspondant aux sous-séquences 
localisées dans la fenêtre coulissante ont été inférés avec PHYML (avec les paramètres 
indiqués dans la section Simulation Monté-Carlo). Avec la fenêtre de taille 200, le score de 
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bootstrap moyen des arbres partiels était inférieur à 50% en raison de la forte similarité entre 
les séquences d'acides aminés considérées. De nouveau, l'algorithme HGT-Detection (Boe et 
al., 2010), avec la dissimilarité de bipartitions comme critère d'optimisation, a été exécuté 
pour inférer les transferts partiels pour chaque position fixe de la fenêtre coulissante. 
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Figure 4.10 Les transferts complets obtenus en appliquant l'algorithme HGT­
Detection. Un scénario unique de 9 THG (indiqué par les flèches) a été trouvé. C'est le 
scénario de coût minimal de transferts complets réconciliant les deux arbres. 
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Comme résultat final, nous avons retenu les 10 transferts partiels iIl ustrés à la figure 
4.11 (tous les transferts partiels avec un score de bootstrap inférieur à 60% ont été écartés). 
Certains de ces transferts correspondent à des transferts complets (i.e., les THG 2, 6 et 9). Le 
nouvel algorithme pour l'inférence des transferts partiels permet de raffiner les résultats 
trouvés par un algorithme de détection de transferts complets. Certains transferts complets 
ont été confirmés comme étant de réels transferts complets (i.e., les THG 2, 6 et 9), d'autres 
ont été écartés (i.e., les THG 5 et 8 avec un faible score de bootstrap) et d'autres ont été 
transformés en transferts partiels (i.e., les THG 1,3,4 et 7). De plus, trois nouveaux transferts 
(partiels) ont été trouvés (i.e., les THG 10, II et 12). Par exemple, le gène rbcL de 
Chromatium L, composé des séquences polymorphes issues d'Hydrogenovibrio Li (dans 
l'intervalle 130:230), d'Hydrogenovibrio L2 (dans l'intervalle 361:531) et de la séquence 
originale (dans les intervalles 1: 129 et 231 :360), est un gène fortement mosaïque. 
Évidemment, les scores de bootstrap des transferts partiels (trouvés pour une partie de 
l'ASM) sont supérieurs à ceux obtenus pour les transferts complets équivalents (trouvés pour 
tout l'ASM). 
Les transferts illustrés sur les figures 4.10 et 4.11 incluent un des principaux THG 
prédits par Delwiche et Palmer (1996, voir la figure 4 et la discussion qui suit) : le transfert 
entre a-protéobactéries et les algues rouges et brunes (le THG complet 2 avec un score de 
bootstrap de 83.2%). Le transfert exact entre la cyanobactérie et l'ancêtre des a- et y­
protéobactéries (le THG complet 9 avec un score de bootstrap de 87.1 %) n'a pas été prédit 
par Delwiche et Palmer (1996), mais ces auteurs ont discuté la possibi lité d'un transfert 
proche entre les cyanobactéries et l'ancêtre des y-protéobactéries. Le scénario de THG 
partiels n'inclut cependant aucun transfert des y-protéobactéries vers les a- et 13­
protéobactéries (HGT prédits par Delwiche et Palmer, 1996). Pour résoudre les conflits 
topologiques entre les topologies d'espèces et de gène, le scénario obtenu repose sur les THG 
des ~-protéobactéries vers les a- et y-protéobactéries, et des a-protéobactéries vers les 13­
protéo bactéries. 
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Figure 4.11 Les transferts partiels du gène rheL obtenus en appliquant le 
deuxième algorithme de détection de THG partiels; 10 THG partiels ont été détectés. 
Les transferts analogues à ceux détectés sur la figure (4.10 - HGT complets) ont les 
mêmes numéros. Les transferts absents sur la figure 4.10 sont numérotés de 10 à 12. Le 
score de bootstrap des transferts partiels et des intervalles affectés sont indiqués. Pour 
les transferts 2,6 et 9 (affectant tout l'ASM) l'intervalle n'est pas indiqué. 
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4.4.3.2 Détection des transferts partiels du gène mutV 
Nous avons aussi examiné l'évolution du gène mutU (MMR-mismatch repair) d'Escherichia 
Coli, originalement discutée dans Denamur et al. (2000). Le mismatch repair désigne le 
système de reconnaissance et de réparation des mésappariements de l'ADN. Ce mécanisme 
est conservé dans l'évolution, depuis les bactéries, jusqu'à l'homme. Il est essentiel pour 
maintenir l'intégrité de ('information génétique contenue dans le génome au cours des 
multiples divisions cellulaires. Denamur et ses collègues ont exploré la possibilité que la 
carence en MMR émergeant dans la nature ait laissé quelques empreintes dans les génomes 
bactériens et ont montré que, quand ils sont comparés à des gènes de maintenance des 
fonctions de base de la cellule, les gènes MMR sont fortement composés de séquences 
dérivant de différentes lignées phylogénétiques. Les gènes MMR de E. coli, mutS, mutL, 
mutH et mutU (uvrD), et deux gènes de contrôle, mutT et recD, ont été partiellement 
séquencés à partir de 30 souches différentes pour tester J'hypothèse de transfert horizontal. 
Denamur et al. (2000) ont comparé les phylogénies de gènes obtenues à l'arbre de référence 
(i.e., arbre d'espèces) reconstruit à partir des génomes complets et ont trouvé plusieurs 
conflits topologiques, allant d'un conflit unique (pour mutT) à plusieurs conflits importants 
(pour mutS). Pour tester si les conflits topologiques étaient dus à des THG ou à des artéfacts 
de reconstruction, les auteurs ont utilisé la méthode de l'Incongruence Length Difference 
(ILD, Farris et al., (994) et ont conclus que les incongruences étaient significatives et 
provenaient de transferts horizontaux de gènes. La figure 4.13 montre les transferts partiels 
hypothétiques du gène mutU dans l'arbre d'évolution des souches de E. Coli trouvés par 
Denamur et al. (2000). En raison d'un niveau de mosaïcité très élevé des gènes MMR, la 
souche ECOR 37 n'a pas de position phylogénétique claire dans l'arbre des souches d'E. Coli 
(voir la figure 4.12, tirée de Denamur et al., 2000, où cette souche n'a pas été incluse dans 
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Figure 4.13 Les transferts partiels du gène mutU retrouvés par Denamur et al. (2000). 
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Notre deuxième algorithme (utilisant la fenêtre coulissante) de détection des transferts 
partiels a été appliqué sur les ASM du gène MMR mutU, en utilisant trois différentes tailles 
de fenêtres coulissantes: 100, 150 et 200 nucléotides avec un pas de progression de 10 sites. 
La taille totale de l'ASM de mutU était de 384 nucléotides. Pour reconstruire l'arbre de 
mutU, nous avons utilisé le modèle de substitutions HKY85 (Hasegawa et a!., 1985) et les 
paramètres par défaut de PHYML. En raison de la forte similarité entre les séquences d'ADN, 
de multiples arbres de gène partiels non résolus ont été trouvés. Tous les arbres partiels, ayant 
un bootstrap moyen inférieur à 50%, ont été exclus de l'analyse (i.e., non traités par 
l'algorithme HOT-Detection). 
La figure 4.14 présente les 8 transferts les plus significatifs inférés par notre algorithme 
(les transferts ayant un support de bootstrap supérieur à 40% sont représentés). Pour chaque 
transfert, la direction, les espèces impliquées, le support de bootstrap et les intervalles 
associés à l'ASM originale sont représentés. 
Par exemple, les THG l, 3 et 4, avec un support de bootstrap de 60%, 65% et 46%, 
respectivement, correspondent à trois transferts similaires trouvés par Denamur et al. (2000, 
voir la figure 4.13). Un analogue exact du THG 4 n'a pas été retrouvé, mais un transfert très 
proche a été inféré. Le THG 2 détecté par notre algorithme a aussi été identifié par Denamur 
et al. (2000), mais il va dans la direction opposée. Il est à noter que tous les 8 transferts 
trouvés par Denamur et al. (2000) ont aussi été prédits par notre algorithme, mais quatre 
d'entre eux n'ont pas été représentés dans la figure 4.14 en raison de leur faible support de 
bootstrap. Nous avons aussi identifié quatre 4 nouveaux transferts partiels (les THG 5, 6, 7 et 
8) avec de hauts scores de bootstrap (respectivement, 63%, 94%, 75% et 70%). Mentionnons 
que la solution générée par l'algorithme HOT-Detection pour l'inférence des transferts 
complets (Boc et al., 2010) inclut seulement les THG 2 et 3 de la figure 4.14. Tous les autres 
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Figure 4.14 Les transferts partiels du gène mulU trouvés par le deuxième algorithme 
de détection des THG partiels. Les score de bootstrap et les intervalles de l'ASM 
affectés sont indiqués à côté de chaque transfert. 
4.5 Discussion et conclusion 
Nous avons décrit deux algorithmes pour la prédiction des transferts horizontaux de gènes 
partiels suivis d'une recombinaison intragénique. Ces algorithmes permettent d'identifier les 
origines des gènes mosaïques. Au meilleur de notre connaissance, ce problème pertinent de 
biologie computationnelle n'a pas été convenablement traité dans la littérature (par exemple, 
les méthodes de Denamur et al., 2000 et Makarenkov et al., 2006b n'incluent aucune 
validation des transferts obtenus ou de simulations nécessaires pour tester les performances 
des méthodes). 
Le premier algorithme proposé se base sur le critère des moindres carrés, alors que le 
deuxième utilise une procédure de fenêtre coulissante qui, par conséquent, analyse les 
fragments de l'alignement de séquences multiples. La taille de la fenêtre coulissante doit être 
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ajustée en fonction des informations existantes sur les gènes et les espèces étudiés. 
L'utilisation de petites tailles pour la fenêtre coulissante peut permettre de détecter de plus 
petits transferts partiels avec une meilleure efficacité (i.e., des THG affectant de petits 
intervalles de l' ASM donné), mais cela augmente aussi le temps d'exécution du deuxième 
algorithme. Pour chaque position de la fenêtre, un arbre partiel est inféré et un scénario de 
transferts est calculé, en réconciliant l'arbre partiel de gène obtenu et l'arbre d'espèces donné. 
Une procédure de bootstrap, permettant d'évaluer Je support de bootstrap de tous les THG 
partiels et prenant en compte l'incertitude des arbres de gène partiels a aussi été développée. 
Les exemples considérés dans la section d'applications suggèrent que le deuxième 
algorithme peut être utile pour confinner ou exclure les transferts complets inférés en 
utilisant n'importe quel algorithme de détection des THG. 
Notre étude de l'évoJution du gène rbcL pour 42 espèces de protéobactéries, 
cyanobactéries et plastides (Delwiche et Palmer, 1996) et celle de J'évolution du gène de 
MMR mutU pour 30 souches de E. Coli (Denamur et al., 2000) ont montré que Ja plupart des 
transferts identifiés (six sur huit pour chaque jeu de données) pourraient être, en fait, des 
transferts partiels suivis de la recombinaison intergénique. 
Les simulations Monté-Carlo effectuées pour le deuxième algorithme montrent qu'il 
peut être efficace dans plusieurs situations pratiques. Alors, le taux de détection moyen 
(calculé pour des arbres avec 8, 16, 32 et 64 feuilles et pour 1 à 5 transferts générés 
permettant le chevauchement des fragments de séquences affectées par les THG) était 
environ 80%, tandis que le taux moyen de faux positifs était environ 30%. 
L'information sur les THG partiels et leur score de bootstrap peut être incorporée dans 
un modèle d'évolution étendu qui prend en compte le transfert horizontal de gènes, la 
duplication ancestrale et la perte de gènes (e.g., l'incongruence topologique donnant lieu à 
des transferts complets et/ou partiels avec un faible support de bootstrap peut, en effet, être 
due à la duplication du gène suivie de sa perte chez certaines espèces). Les algorithmes 
proposés peuvent être aussi appliqués à une échelle génomique pour estimer la proportion de 
gènes mosaïques dans chaque génome étudié et Jes taux de transferts complets et partiels 
entre les espèces impliquées. Plusieurs statistiques intéressantes concernant la position et la 
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fonctionnalité des fragments génétiques affectés par les transferts horizontaux, aussi bien que 
le taux de transferts inter- et intra-espèces, peuvent être calculées en utilisant les techniques 
discutées. Comme n'importe quelle méthode d'analyse phylogénétique, les algorithmes 
présentés sont sujet à quelques artéfacts. Les principaux d'entre eux sont l'attraction des 
longues arêtes, les taux d'évolution inégaux et les situations quand les transfel1s coïncident, 
ou presque, avec des évènements de spéciation. Dans le futur, il sera important d'investiguer 
l'impact de ces artéfacts sur J'identification des transferts horizontaux de gènes partiels. 
[Cette page a été laissée intentionnellement blanche] 
CHAPITRE V
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De nombreux parallèles entre le processus d'évolution en linguistique et l'évolution 
biologique selon Darwin ont été observés. Atkinson et Gray (2005) ont d'ailleurs présenté un 
tableau des parallèles conceptuels les plus importants caractérisant l'évolution biologique et 
linguistique. D'importantes études ont considéré des méthodes phylogénétiques et leurs 
applications aux données linguistiques (Gray et Atkinson, 2003; Rexova et a!., 2003; 
Atkinson et Gray, 2005). Par exemple, un des domaines largement étudié a été l'évolution 
des langues Indo-Européennes (lE) (Diamond et Bellwood, 2003). Le jeu de données de 87 
langues lE collecté par Dyen et al. (1997) a été analysé par plusieurs chercheurs et a servi de 
base pour l'inférence d'arbres (Gray et Atkinson, 2003; Rexova et a!., 2003) et de réseaux 
(Atkinson et Gray, 2005) phylogénétiques représentant les relations d'évolution entre les 
langues lE. Malheureusement, ni les arbres phylogénétiques, ni les split-graphes (Bande!t et 
Dress, -1 992a, 1992b) ne peuvent être uti lisés pour prédire, et, représenter le phénomène 
d'emprunt de mots (Haugen, 1950 et Cannon, 1999). En effet, la principale supposition pour 
la représentation en arbre était que l'évolution des langues a été strictement divergente, que 
chaque langue a été transmise comme un tout et que la fréquence d'emprunts de mots (i.e., 
transmission horizontale de mots individuels) entre les langues a été faible. D'autre part, une 
représentation en split-graphe, qui peut être obtenu en utilisant l'algorithme de décomposition 
en splits (Bandelt et Dress, 1992) ou l'algorithme NeighborNet (Bryant et Moulton, 2004), 
affiche les plus évidents, mais toujours implicites, signaux conflictuels existant dans les 
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données linguistiques ou phylogénétiques. Par exemple, les split-graphes peuvent être utilisés 
pour visualiser les caractéristiques hybrides de la langue Créole (Atkinson et Gray, 2005 et 
Bryant et al., 2005), mais ne peuvent pas dresser explicitement un portait des évènements 
d'emprunts de mots (WBE, word borrowing events) qui sont équivalents à des transferts 
horizontaux de gènes (THG) en biologie. 
Le THG est un des mécanismes majeurs contribuant à la diversification des génomes 
microbiens (Doolittle, 1999, Gogarten et al., 2002 et Koonin, 2003). Dans une étude récente, 
Greenhill et al., (2009) ont vérifié si la transmission horizontale invalidait l'utilisation des 
méthodes phylogénétiques en simulant des emprunts de mots entre les langues naturelles. Ils 
ont conclu qu'un niveau d'emprunts réaliste entre les cultures n'invalidait pas l'utilisation des 
arbres phylogénétiques en évolution linguistique. Cependant, l'étude de Greenhill et al. 
(2009) n'a pas considéré séparément l'évolution de chaque mot. Notons que les évolutions de 
mots individuels peuvent être très différentes. L'arbre d'évolution des langues résume 
l'histoire de mots individuels, mais souligne seulement la tendance verticale de l'évolution 
des langues bien que, pour certaines langues, le niveau d'emprunts puisse être très 
significatif. Par exemple, l'anglais est une langue germanique, mais elle a emprunté environ 
50% de son lexique du français et du latin (Pagel, 2000). 
5.2	 Application de l'algorithme de détection des THG pour modéliser les emprunts de 
mots entre les langues Indo-Européennes 
5.2.1	 Description des données 
La base de données organisée par Dyen et al. (1997) inclut 200 mots de la liste Swadesh 
(1952). La liste Swapesh est une des diverses listes de mots de signification basique, 
constituée par M. Swadesh dans les années 1940-50, qui est couramment utilisée en 
1exicostatistique (évaluation quantitative de la parenté des langues) et en glottochronologie 
(datation des divergences entre les langues). Pour chacun des 200 mots de la 1iste Swadesh, la 
base de données contient les traductions utilisées dans 95 variétés de langues (87 d'entre elles 
ont été utilisées dans cette analyse) regroupées par Dyen et al. (1997) en ensembles de 
cognats (i.e., groupes de mots apparentés ayant une racine commune). Le groupement par 
parenté a été faite seu lement pour les traductions ayant le même sens (Dyen et al., 1997). 
Deux traductions, dans deux langues différentes, étaient identifiées comme apparentées (i.e., 
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cognats) si pour ces deux langues, elles avaient une histoire évolutive ininterrompue depuis 
une forme ancestrale commune. Les traductions connues pour être reliées par des emprunts 
ou par des similarités accidentelles étaient mises dans une classe séparée. Dans un petit 
nombre de cas, il était difficile de différencier les cognats des emprunts ou des similarités 
accidentelles; de telles traductions ont été classifiées comme cognats douteux. Cette base de 
données a été utilisée par Gray et Atkinson (2003) pour inférer J'arbre d'évolution des 
langues lE. 
Nous avons modifié quelques ensembles originaux de cognats en leur ajoutant les mots 
empruntés connexes. Dans certains cas, des mauvais cognats ont été supprimés. Aussi, quand 
c'était approprié, de nouveaux ensembles, composés de cognats douteux, ont été créés (selon 
Oyen et al., 1997). La base de données modifiée est disponible à l'adresse URL suivante: 
http://www.inf02.uqam.ca/~makarenv/BL/index.html. 
Dans notre étude, nous avons aussi subdivisé les 200 mots de la liste Swadesh (1952) 
en deux catégories: lexicale (incluant les noms et les verbes, 138 mots au total) et 
fonctionnelle (incluant les adjectifs, les pronoms, les conjonctions et les déterminants, 62 
mots au total), et deux analyses indépendantes, une pour chaque catégorie, ont été effectuées. 
5.2.2 Méthodologie 
L'algorithme de détection des THG complets (voir chapitre III et Boc et al., 2010) a été 
appliqué ici dans un contexte biolinguistique pour inférer un réseau phylogénétique des 
langues lE. Un nombre important de nouvelles caractéristiques a été ajouté à l'algorithme de 
base pour le rendre applicable à l'identification des emprunts de mots. Quand cet algorithme 
est exécuté dans un contexte biologique, il identifie les THG d'un gène donné pour un 
ensemble d'espèces considérées, réconciliant ainsi les arbres phylogénétiques d'espèces et de 
gène. À chaque étape du processus de réconciliation, un ensemble de THG compatibles est 
inféré. En établissant les parallèles entre les processus d'identification des THG et des 
emprunts de mots, l'arbre des langues lE (voir la figure 4 dans Gray et Atkinson, 2003) joue 
le rôle de l'arbre d'espèces et l'arbre de mot, représentant l'évolution d'un cognat particulier, 
joue le rôle de l'arbre de gène. La procédure algorithmique incluait les trois principales 
étapes décrites ci-dessous: 
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Étape 1. Soit L J'arbre enraciné de 87 langues lE inféré par Gray et Atkinson (2003). La 
figure 5.1 illustre la topologie et les principaux groupes de langues de cet arbre. 
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Figure 5.1 L'arbre d'évolution des langues lE pour 14 groupes principaux. Les 
nombres sur les branches représentent leur score de bootstrap. Le nombre de langues 
appartenant à chaque groupe est indiqué entre parenthèses. 
Nous avons considéré les 200 mots de la liste Swadesh regroupés en 1484 cognats. Pour 
chaque ensemble de cognats, C, nous avons calculé la matrice de distances Wc, incluant les 
distances entre les traductions incluses dans c. La distance entre les traductions i et) dans C 
était calculée à ['aide de la formule suivante: 
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Modified _ Levenshtein_distance(iJ)Normalized LD (1) 
length(i) + length(j) 
Cette formule utilise une version modifiée de la distance de Levenshtein (1966) qui est 
normalisée par les longueurs des traductions i et j. La distance classique de Levenshtein 
considère que la distance entre deux lettres différentes dans les traductions alignées est 1. 
Comme cette règle ne prend pas en compte les ressemblances entre certaines lettres, les 
distances entre les lettres étroitement reliées ont été introduites: la distance de 0,5 entre D et 
T, F et V, 1 et Y, C et Q, Q et K, K et C, S et Z, V et W ; la distance de 0,25 était assignée si 
la différence entre deux mots était causée par un apostrophe ou un tiret. De plus, toutes les 
lettres dupliquées dans un mot étaient remplacées par une seule et une valeur de 0,25 était 
ajoutée à la distance de Levenshtein pour prendre en compte ce remplacement. 
Pour chaque matrice de distances Wc, nous avons inféré un arbre phylogénétique non­
enraciné W_c en utilisant l'algorithme NJ (Saitou et Nei, 1987). La figure 5.2 montre la 
distance topologique de Robinson et Foulds (Robinson et Foulds, 1981), normalisée par sa 
valeur maximale de 2n-6 (pour deux arbres binaires avec n feuilles) entre chacun des 1484 
arbres de mots W_c et la version réduite de l'arbre de langues L, notée L_c. 















1 101 201 301 401 501 601 701 801 901 1001 1101 1201 1301 1401 1484 
Cognate set number 
Figure 5.2 La distance topologique de Robinson et Foulds normalisée entre chaque 
arbre de mot (1484 au total) et l'arbre de langues réduit correspondant. 
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L'arbre de langues réduit L_c, correspondant à l'ensemble de cognats c, a été obtenu en 
supprimant d'abord toutes les arêtes de L relatives aux langues absentes dans c et puis en 
supprimant tous les nœuds de degré 2. Donc, les arbres W_c et L_c avaient le même nombre 
de feuilles rendant possible le calcul de la distance RF et l'exécution de l'algorithme de 
détection des THG. La valeur moyenne obtenue de la distance normalisée RF est de 49,8% 
(voir la ligne rouge droite sur la figure 5.2). Une telle valeur moyenne suggère un important 
niveau de contradiction entre l'arbre de langues L et les arbres de mots W_c (c = l, ... , J484). 
Un arbre de langues L_c pouvait contenir des multifurcations (i.e., des nœuds internes de 
degré supérieur à 3) dans le cas où une ou plusieurs langues avaient de multiples traductions 
incluses dans ['ensemble de cognats c. Dans le cas de traductions identiques (e.g., la 
traduction frukt est la même pour le biélorusse, le polonais, le russe et J'ukrainien sur la 
figure 5.4), la topologie du clade comprenant ces traductions dans l'arbre de mots était 
organisée de façon identique à la topologie du clade correspondant dans l'arbre de langues. 
Étape 2. Nous avons appliqué l'algorithme de détection de THG (Boc et al., 2010) pour 
inférer les emprunts de mots, en considérant l'arbre de langues réduit L_c comme l'arbre 
d'espèces et l'arbre de mot W_c comme l'arbre de gène. L'algorithme a été exécuté 1484 fois 
et 1484 scénarios d'emprunts de mots ont été identifiés. L'algorithme appliqué reposait sur le 
critère de dissimilarité de bipartitions et recherchait un scénario de coût minimal d'opérations 
SPR (Subtree Prune and Regraft) qui sont nécessaires pour transformer l'arbre de langues et 
l'arbre du mot considéré. Une version spécifIque de l'algorithme, permettant d'utiliser des 
arbres de mots non-enracinés a été développée. L'arbre de langues était toujours enraciné 
comme le montre la figure 5.1. Comme la base de données de Oyen (1997) ne comprend 
aucune traduction pour les langues hittite et tokhariennes A et B, dépendant, respectivement, 
des groupes Anatolien et Tokharien, ces langues n'ont pas été considérées dans notre analyse. 
Aussi, les contraintes suivantes ont été adoptées dans cette étude pour appliquer l'algorithme 
de détection dans le contexte biolinguistique. Comme un mot emprunté pouvait changer en 
cours d'évolution et dans le but de donner la priorité aux groupes de langues IE originales, 
nous avons rendu certains clades « incassables ». En particulier, la suppression, par une 
opération SPR associée à un évènement d'emprunt de feuilles ou de sous-arbres d'un clade 
d'arbre de langues, était interdite si la distance moyenne non-normalisée de Levenshtein entre 
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les traductions incluses dans ce clade était plus petite que 1,5 (cette valeur a été déterminée 
expérimentalement). Cependant, un clade entier pouvait être déplacé vers une autre partie de 
l'arbre de langue, quelle que soit la distance moyenne normalisée entre ses traductions. Nous 
avons aussi exclu tous les échanges entre deux clades si la distance normalisée de 
Levenshtein entre les traductions incluses dans ces clades était plus grande que 0,35 (cette 
valeur a aussi été déterminée expérimentalement). 
Étape 3. À cette étape, nous avons combiné tous les résultats obtenus provenant des 
scénarios d'emprunts de mots pour calculer des statistiques (voir les figures 5.5, 5.6 et 5.7). 
Si plusieurs groupes de langues étaient impliqués dans l'emprunt d'un mot, les transferts 
obtenus étaient pondérés prenant en compte de toutes les traductions impliquées. La figure 
5.3a illustre cette situation: le transfert entre le clade incluant des traductions provenant des 
groupes Giet G4 et le clade incluant des traductions provenant des groupes G2 et G3 
pourrait être pris en compte comme suit: 
112 WBE pour G 1 -> G3; 3/2 WBE pour G1 -> G2, 
112 WBE pour G4 -> G3; 3/2 WBE pour G4 -> G2. 
G1 G4 
G2 G2 G2 G2 
(a) (b) 
Figure 5.3 Deux exemples d'emprunts impliquant plusieurs groupes de langues. 
Les évènements d'emprunts représentés sur la figure 5.3a seraient décomposés en 
quatre transferts, où les poids dépendraient du nombre de traductions présentes pour chaque 
groupe. Le transfert montré sur la figure 5.3b représente une situation où sa direction est 
incertaine (il est représenté par une double flèche). Dans ce cas, chacun des deux transferts 
comptera pour la moitié d'un transfert complet. 
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Nous avons donc évalué, le nombre des WBE pour les 12 groupes principaux de 
langues lE, puis les pourcentages de mots affectés par un emprunt dans chaque groupe. Les 
taux de mots empruntés entrants (figure 5.5c) et sortants (figure 5.5d) ont été calculés. Ces 
calculs ont été tout d'abord effectués pour tous les 200 mots de la liste Swadesh (figure 5.5), 
puis séparément, pour les mots des catégories lexicale (figure 5.6) et fonctionnelle (figure 
5.7). 
5.3 Résultats et discussion 
Au total, 1484 ensembles de cognats comprenant au moins 4 traductions ont été analysés. La 
valeur de 49,8% de la distance topologique moyenne de Robinson et Foulds entre les arbres 
de langues réduits et les arbres de mots (un arbre de mots par cognat a été inféré, voir la 
figure 5.2) suggère une importante contradiction entre l'évolution verticale des langues et 
l'histoire individuelle de chaque mot. L'algorithme de détection des THG (Boe et al., 2010) a 
été appliqué pour prédire les évènements d'emprunts de mots caractérisant l'évolution de 
chaque cognat et les statistiques correspondantes ont été calculées. 
Il est à noter que certaines des similarités de traduction, même celles entre les 
traductions dépendantes de différents groupes de langues, peuvent être dues à des 
ressemblances accidentelles. Par exemple, le mot anglais bad n'a pas de cognats dans 
d'autres langues. Le farsi a le mot bad dans plus ou moins le même sens que J'anglais, mais 
ceci est plutôt considéré comme une coïncidence par les étymologistes (voir Online 
Etymology Dictionary). Les formes de mots divergent quand elles sont retracées dans le 
temps (le mot bad du farci vient de vat en persan), mais les convergences accidentelles 
existent également à travers plusieurs langues. Cependant, de telles ressemblances fortuites 
entre les traductions ayant la même signification sont beaucoup moins fréquentes que les 
ressemblances dues à l'emprunt de mots. 
L'évolution présumée du motfruit est présenté à la figure 5.4. L'évolution de ce mot, 
ayant comme origine le mot Proto-Indo-Européen bhrug (voir Online Etymology Dictionary), 
englobe 7 emprunts hypothétiques (représentés par les lignes en pointillé dans la figure 2). Le 
mot en vieux français fruit est dérivé du latin fructus (Online Etymology Dictionary et 
Webster's Third New International Dictionary). En plus du transfert du vieux français, 
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signifiant "jouissance, produit, bénéfice, production, revenu" au moyen anglais signifiant 
"fruits et légumes", ce mot a aussi été emprunté par le russe depuis l'allemand ou le 
hollandais (Chernih, 2001), possiblement à travers le polonais (Fasmer, 1950-1958), au début 
du 17eme siècle sous le règne de Pierre le Grand. Par exemple en anglais, le mot fruit a 
remplacé le mot natif du moyen anglais ovet "fruit" (provenant du vieil anglais ofett) , du 
moyen anglais wastun et wastom "fruit, croissance" (provenant du vieil anglais waestm), et 
du moyen anglais blede "fruit, fleur, progéniture" (provenant du vieil anglais blëd) (Online 
Etymology Dictionary et Webster's Third New International Dictionary). Les cinq autres 
emprunts probables de mots incluent les transferts de l'italien vers le grec moderne (Greek 
etymological dictionary), l'albanais, l'espagnol et le portugais, du vieux français vers 
l'irlandais et le breton, et d'une des langues germaniques vers le provençal. 
Les emprunts de mots les plus fréquents identifiés par une version spécifique de notre 
algorithme de détection des THG ont été ajoutés à l'arbre de langues pour représenter les 
échanges de mots les plus importants qui se sont produits durant l'évolution des langues lE 
(figure 5.5a). Si la proximité géographique peut expliquer la plupart des échanges fréquents 
(e.g., entre les groupes Germaniques du nord et de l'ouest, ou entre le Français/lberian et 
l'Italique), certains parmi eux arrivent entre des groupes éloignés (e.g., entre les groupes Grec 
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Figure 5.4 Évolution présumée du mot FRUIT; 7 emprunts de mots hypothétiques 
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Figure 5.5 Résultats obtenus pour les mots des catégories lexicale et fonctionnelle (i.e., 
le total des mots). Par exemple, 18% des mots du groupe Italic ont une origine 
French/Iberian. Les diagrammes sur la droite montre: (b) le taux d'emprunts à 
l'intérieur des groupes, (c) le taux d'emprunts pour des mots provenant d'autres 
groupes et (d) le taux d'emprunts pour des mots sortant vers d'autres groupes. 
Notons que les similarités entre les langues baltiques et l'ancien grec ont été soulignées 
depuis longtemps par F. Bopp (1845-56). Par exemple l'arménien, qui forme une branche 
indépendante de la famille des langues lE, est plus proche du Grec, mais a beaucoup de mots 
empruntés des langues lndo-Iraniennes comme le pachto et le perse (Comrie, 1981) (voir les 
valeurs de 9,3% et 7,5% pour les transferts des groupes Iranien et Indien vers l'arménien sur 
la figure 5.5a). Très tôt, durant la période de sa classification, l'arménien a été même 
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considéré comme une langue du groupe Iranien en raison de son large nombre de mots 
empruntés (Comrie, 1981). Notre analyse montre que l'arménien a été aussi influencé par les 
langues des groupes Albanais et Celtique (figure 5.5a). 
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Figure 5.6 Résultats obtenus pour les mots de la catégorie lexicale (les mêmes 
notations que celles utilisées sur la figure 5.5 sont adoptées ici). 
Globalement, 35,4% des traductions considérées ont été affectées par des emprunts, 
incluant 15,5% découlant de groupes distincts. Les résultats analogues ont été obtenus pour 
les mots des catégories lexicale (36,3% - noms et verbes) et fonctionnelle (33,3% - adjectifs, 
pronoms, conjonctions et déterminants). Ces résultats révèlent que le taux d'emprunts de 
mots ne dépend pas de la catégorie du mot. Les emprunts plus fréquents entre les 12 groupes 
de langues lE trouvés indépendamment pour les catégories fonctionnelle et lexicale sont 
illustrés sur les figures 5.6 et 5.7, respectivement. Les résultats détaillés pour chaque 
ensemble de cognats considéré sont disponibles à l'adresse URL suivante: 
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http://www.info2.uqam.ca/~makarenv/BL/index.html. Chaque arbre réduit de langues aussi 
bien que chaque arbre de mot, représentant l'évolution de l'ensemble de cognats 
correspondant, peuvent être visualisés avec les scénarios d'emprunts obtenus. Tous les 1484 
arbres de mots considérés et les scénarios d'emprunts, obtenus en utilisant les algorithmes Nl 
(Saitou et Nei, 1987) et HGT-Detection (Boc et al., 2010), ont été vérifiés et, si nécessaire, 
corrigés manuellement pour assurer la plausibilité des emprunts prédits. 
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Figure 5.7 Résultats obtenus pour les mots de la catégorie fonctionnelle (les mêmes 
notations que celles utilisées sur la figure 5.5 sont adoptées ici). 
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Le diagramme de la figure 5.5 (b, c et d) illustre les taux d'emprunts de mots intra­
groupe, entrant et sortant. Les groupes ayant les taux d'emprunts les plus élevés en leur sein 
sont les groupes Slaves, Germaniques du nord et de l'ouest, Indic et Albanais. Le taux 
exceptionnel de 34,2% pour des emprunts intra-groupe obtenu pour les langues de la famille 
Slave démontre les relations proches et des échanges très intensifs entre les nations slaves. 
Quant aux transferts de mots entrants (figure S.Sc), les trois groupes - Italien, Baltique et 
Arménien - ont de hauts pourcentages de mots affectés par des échanges provenant de 
langues de groupes différents. La figure S.5d suggère que les langues des groupes Indic, Grec 
et Français/Ibérien ont eu la plus grande influence sur le reste des langues lE. Par exemple, 
un mot d'Indic a la probabilité de 2,8% d'être un terme emprunté dans un groupe différent. 
Alors que retracer l'évolution exacte de chaque ensemble de cognats peut être une 
tâche très sophistiquée, les emprunts de mots estimés et représentés sur la figure 5.Sa· 
peuvent aider à découvrir les échanges les plus intenses qui se sont produits après la 
formation des groupes de langues Indo-Européennes et possiblement prédire des évènements 
relatifs, tels que les guerres, les longues occupations, les migrations ou les importants 
échanges commerciaux survenus entre les nations impliquées. 
• Les résultats biolinguistiques présentés dans cette thèse sont décrits dans un article soumis à 
une revue. Ils diffèrent des résultats présentés dans Boc et al. (2010b). 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES
 
Dans cette thèse, nous avons présenté trois nouveaux algorithmes pour la détection des 
transferts horizontaux de gènes ainsi que leurs nombreuses applications. Ces algorithmes 
exploitent efficacement les différences topologiques ou métriques entre un arbre d'espèces et 
un arbre de gène pour un même ensemble d'organismes considérés et fournissent une réponse 
concrète au problème de la modélisation de transferts horizontaux de gènes complets et 
partiels. Nous avons apporté notre contribution à quatre niveaux, qui sont comme suit: 
Première contribution 
En considérant le modèle arborescent, où le gène est transféré complètement et supplante 
entièrement le gène homologue de l'espèce hôte, nous avons développé un nouvel algorithme 
de détection des THG en nous basant sur l'algorithme décrit dans Makarenkov et al. (2006). 
Nous y avons apporté un grand nombre d'améliorations, notamment sur le plan de la 
complexité algorithmique, la prise en compte des règles d'évolution et la viabilité des 
transferts détectés. La première nouveauté majeure consiste en la définition d'une nouvelle 
mesure d'arbre: la dissimilarité de bipartitions (BD). Cette mesure qui pourrait être vue 
comme un raffinement de la distance de Robinson et Foulds, s'est montrée plus efficace que 
tous les autres critères testés (LS, RF et QD) en ce qui concerne la génération d'un scénario 
de THG optimal pour la réconciliation d'un arbre d'espèces et un arbre de gène. Les 
simulations Monte-Carlo menées dans le cadre de cette thèse de doctorat ont montré que 
l'utilisation de la mesure BD était plus appropriée que l'utilisation de LS, RF ou QD quand 
vient le temps d'effectuer le choix d'un transfert horizontal. La seconde nouveauté majeure 
est l'ajout d'un processus de validation des transferts détectés. Nous avons alors présenté 
trois façons de calculer le support de bootstrap d'un transfert dépendamment des données 
disponibles: (1) les séquences utilisées pour construire les arbres d'espèces et de gène 
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pouvaient être répliquées; (2) seules les données de séquences utilisées pour construire 
l'arbre de gène pouvaient être répliquées; (3) le bootstrap de THG pourrait être calculé à 
partir des deux topologies d'arbres seulement. À ce jour, nous sommes les premiers à 
proposer un tel processus de validation exhaustif et cohérent. Des comparaisons avec les tous 
meilleurs algorithmes existants, LatTrans (Hallett et Lagergren, 2001) et RIA TA -HGT 
(Nakhleh et al., 2005; Than et Nakhleh, 2008), ont montré que notre algorithme était au 
moins équivalent en termes de qualité des résultats, mais surtout plus rapide et donc plus 
adapté à la détection de transferts horizontaux dans le contexte des génomes complets ou des 
ensembles de gènes. Cette contribution a donné lieu à trois publications: Makarenkov et al. 
(2006), Makarenkov et al. (2007) et Boc et al. (201 Oa). 
Comme n'importe quelle méthode phylogénétique, cet algorithme est sujet à 
quelques artéfacts. Les principaux sont l'attraction des longues arêtes, les taux inégaux 
d'évolution et les situations quand les transferts retracés sont temporellement proches des 
évènements de spéciation. De plus, la différence topologique entre un arbre d'espèces et un 
arbre de gène peut être due à d'autres mécanismes d'évolution tels que la duplication 
ancestrale suivie de la perte partielle du gène. Nous ne tenons pas compte de ces évènements 
évolutionnaires dans notre modèle, bien que de faibles pourcentages de bootstrap de certains 
transferts puissent aussi les révéler. Il serait important dans l'avenir de mesurer l' im pact de 
ces artéfacts et évènements sur les résu !tats de détection des transferts horizontaux et de 
proposer un processus de correction adéquat du modèle original. 
Deuxième contribution 
Nous avons ensuite présenté une général isation du modèle de THG complet applicable à un 
modèle en réseau où l'on considère le transfert partiel d'un gène. Ce modèle, qui implique la 
formation de gènes mosaïques, est plus complexe car la distance minimale entre deux espèces 
peut être calculée à travers plusieurs chemins possibles. Deux approches ont été proposées. 
La première se base sur l'optimisation des distances par les moindres carrés pour retrouver 
les transferts horizontaux optimaux, ainsi que les portions de gène transférées. Nous avons 
démontré théoriquement que ce problème d'optimisation est NP-difficile et que les premières 
simulations menées (non présentées dans cette thèse) ont montré sa viabilité en pratique. La 
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deuxième approche se base sur une procédure de fenêtre coulissante qui analyse des 
fragments de l'alignement de séquences. Pour chaque position de la fenêtre, un arbre de gène 
partiel est inféré et un scénario de THG est calculé en réconciliant l'arbre de gène partiel et 
l'arbre d'espèces donné. Une procédure de validation, permettant d'évaluer le support de 
bootstrap de tous les THG partiels possibles et prenant en compte l'incertitude des arbres de 
gène a aussi été développée. Les deux exemples considérés, ainsi que les simulations menées, 
suggèrent que la dernière procédure peut être utile pour confirmer ou exclure les transferts 
complets inférés en utilisant n'importe quel algorithme de détection des THG et qu'elle peut 
être efficace dans plusieurs situations pratiques. Par exemple, notre étude de l'évolution du 
gène rbcL pour 42 espèces de protéobactéries, cyanobactéries et plastides (Delwiche et 
Palmer, 1996) a montré que les THG prédits par Delwiche et Palmer pourraient être en fait 
des transferts partiels suivis de recombinaison intragénique. Ce projet de recherche a donné 
lieu à trois publications: Makarenkov et al. (2006), Makarenkov et al. (2008) et Boe et al. 
(2011, soumis). 
Un des principaux problèmes rencontrés par cette approche est l'estimation de la 
taille minimale de la fenêtre. En effet, le modèle d'évolution applicable à l'alignement de 
séquences multiples (ASM) complètes peut ne pas être applicable à l'ASM localisée dans une 
fenêtre de taille trop petite. Par conséquent, les différences topologiques entre l'arbre 
d'espèces et l'arbre de gène partiel peuvent ne pas être dues à des transferts horizontaux. 
Évidemment, un faible score de bootstrap permettrait de supprimer ces faux positifs. Ce point 
est un des éléments majeurs qu'il faudra développer à l'avenir en créant, par exemple, une 
matrice de conversion des distances évolutives entre l' ASM complet et l'ASM partiel. Des 
simulations complètes doivent être aussi menées pour valider en pratique le modèle de 
détection des transfelts partiels basé sur l'optimisation par les moindres carrés. 
Troisième contribution 
Finalement, nous avons appliqué une version adaptée de l'algorithme de détection des 
transfelts horizontaux à l'étude de l'évolution des langues Indo-Européennes (lE), en 
considérant j'arbre des langues lE comme arbre d'espèces et l'arbre de chaque mot étudié 
comme arbre de gène. Les résultats obtenus nous ont permis de dresser un portrait général 
120 
des échanges les plus importants survenus au cours de l'évolution des langues lE et de 
calculer plusieurs statistiques intéressantes concernant ces échanges. Tout d'abord, nous 
avons pu établir qu'environ 35,4% des mots considérés ont été affectés par des emprunts, et 
ce, indépendamment de la catégorie (lexicale ou fonctionnelle) des mots. Puis, nous avons pu 
corroborer la plupart des échanges trouvés par des études menées par des linguistes. Par 
exemple, l'emprunt du mot fruit par l'anglais depuis le français est bien connu et bien 
référencé dans la littérature. Cette contribution a donné lieu à une publication: Boe et al. 
(2010b). 
La plus grande incertitude de notre approche se retrouve dans la reconstruction des 
arbres de mots. En effet, on retrouve souvent des ensembles de cognats avec des traductions 
similaires (ou très similaires) de faibles tailles. L'utilisation de la distance de Levenshtein 
normalisée, ainsi que des contraintes biolinguistiques, permettent de remédier partiellement à 
ce problème. Une vérification manuelle des 1484 arbres de mots a aussi été nécessaire. Les 
travaux futurs seront alors orientés dans le sens de la validation des arbres de mots obtenus 
depuis des ensembles de cognats. Un des grands défis de l'étude de l'évolution des langues 
Indo-Européennes est aussi d'arriver à identifier leur origine. Trois hypothèses sont 
aujourd'hui considérées: (1) l'hypothèse kourganes, la plus admise aujourd'hui ; (2) 
l'hypothèse anatolienne; et (3) l'hypothèse de la continuité paléolithique. Nous pensons 
qu'en affinant notre modèle et en comparant l'ensemble des statistiques obtenues, nous 
pourrions y apporter de nouveaux éléments. 
Quatrième contribution 
Nous avons aussi mis en place une plate-forme d'analyse phylogénétique: la version Web de 
T-Rex (Makarenkov, 2001). Initialement décrite en 2001, la version Web de T-Rex inclue de 
nombreuses applications et algorithmes utiles à l'analyse phylogénétique. Les langages de 
programmation HTML et PHP ont été utilisés pour le développement du site Web et la 
gestion des données provenant des formulaires. Des scripts écrits en langage PERL ont été 
utilisés pour encapsuler l'exécution des programmes externes souvent écrits en langages 
C/C++. Une base de données biologiques a aussi été mise en place avec Je système de gestion 
de base de données Oracle. Cette base de données permet de récolter des ensembles de 
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séquences qui pourraient être utilisés directement par les différentes applications incluses 
dans T-Rex. 
Nous avons principalement ajoutés à T-Rex des algorithmes de reconstruction d'arbres 
phy logénétiques, de réseaux phylogénétiques et de détection de transfel1s horizontaux de 
gènes. Des algorithmes de tracé des arbres (hiérarchique, radiale, axiale) ont aussi été 
implémentés. L'Annexe A présente une série de copies d'écran du site Web de T-Rex. Dans 
le but d'offrir un environnement plus complet, nous avons ajouté au site des logiciels 
développés par d'autres chercheurs de renom tels que certains algorithmes du paquet PHYLIP 
(Felsenstein, 1989) ou encore le programme d'al ignement de séquences Clustal W 
(Thompson, 1994). 
Le site Web de T-Rex se trouve en perpétuelle évolution car nous y ajoutons tous les 
algorithmes développés dans le cadre de ce projet doctoral de même que des projets 
connexes. Depuis la mise en place officielle de la première version, le site Web 
www.trex.uqam.ca a reçu plus de 90,000 visites. Les prochaines étapes de développement 
seront l'ajout d'une interface graphique pour la détection des transferts partiels et pour 
l'analyse de l'évolution des langues naturelles. 
[Cette page a été laissée intentionnellement blanche] 
ANNEXE A EXEMPLES D'INTERFACES WEB DU LOGICIEL T-REX 
L'annexe A présente quelques exemples d'interfaces de l'algorithme HGT-Detection dans la 
version Web du logiciel T-Rex (Tree and Reticulogram Reconstruction) disponible à J'adresse 
URL suivante: http://www.trex.uqam.ca. 
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Figure A.t Interface principale de la version Web de T-Rex. 
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Figure A.2 Interface de HGT-Detection. 
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Figure A.4 Exemple de solution à 5 transferts horizontaux, détectés et affichés avec le 
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Figure A.5 Exemple de solution à 5 transferts horizontaux, détectés et affichés avec le 
tracé hiérachique vertical de l'arbre. 
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Figure A.6 Exemple de solution à 5 transferts horizontaux, détectés et affichés avec le 
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Figure A.8 Exemple de solution à 9 transferts horizontaux, détectés et affichés avec le 
support de bootstrap en utilisant un tracé hiérachique horizontal de l'arbre. 
ANNEXE B : DOCUMENTS SUPPLÉMENTAIRES RELATIFS AU CHAPITRE III 
B.l Schéma algorithmique de HGT-Detection (Boc et aL, 2010) 
Infer species and gene trees T and T'on the same set of species (i.e., leaves); 
Root T and T' according to biological evidence or using an outgroup or a midpoint; 
if (there exist identical subtrees with two or more leaves in T and T') then
 
Decrease the size of the problem by collapsing them in both Tand T';
 
Select the optimisation criterion OC = LS (Ieast-squares), or RF (Robinson and Foulds distance), or 
QD (quartet distance), or BD (bipartition dissimilarity); 




k = 1; //k is the Step index
 
white (OCt- 0) 
{
 
Find the set of ail eligible HGTs (i.e., SPR moves) at step k (denoted by E_HGTk);
 
The set E_HGTk contains only the transfers satisfying the subtree constraint;
 
white (HGTs satisfying the conditions of Theorems 2 and 1 exist) 
{ 
if (there exist HGTs E E_HGTk and satisfying the conditions ofTheorems 2) then 
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs; 
if (there exist HGTs E E_HGTk and satisfying the cond itions of Theorem 1) then 
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs; 
} 
Carry out ail remaining SPR moves corresponding to HGTs satisfying the subtree constraint;
 
Compute the value of OC to identify the direction of each HGT;
 
k = k+ 1;
 
Decrease the size of the problem by collapsing the identical subtrees in Tk and T';
 
Compute the value of OC between Tk and T';
 
Eliminate the idle transfers from the obtained scenario using a backward elimination procedure; 
end. 
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B.2	 Trace d'exécution de l'algorithme RlATA-HGT appliqué au jeu de données du 
gène rp112e 
species tree: 
« (A.pernix,S.solEataricus)IlO, P.aerophilum) 111,1 ((P.abyssi, P.horikoshii) n, P. Euri.osuslI8, 11i"i.janr. 
aschi i, M. thermoaut . ) I~, ( (T. acidophilum, F. acidar inanus) 13, ( ( (Halobac teri um. sp. , H. in ris ...ortul) la, M. b 
arkeri)I1,A.Eulgidus)I2)I4)I6)I9)112; 
gene tree: 
Il F .acidarinanus, Il (P. aerophilum, S. solfataricus) ,A. pernix), T. acidophilum) ) , ( ( (P. horikcshii, P. Eurio 
sus), P.abyssil, (( 11(Halobacterium.sp. ,H.marismortui) IO,M.thermoaut. l ,i1.barkedl ,A. Eulgidus) ,M.jann 
ascr.:::I); 
There	 are 3 componentls), which account(s) Eor 9 solutionlsl, each oE size 5 
Component 112: 
Subso1wtion1: 
la -> M.thermoaut. (56.0) 
III ->	 F.acidarinanus (100.0) 

























18 -> P.abyssi 161.0) {time v'o acion?l
 
Consensus network Eor this set oE gene trees 
«( (A.pernix,S.solEataricus)I_O, P.aerophi1um)Ill, Il IP.abyssi, P.horikoshii) 17, P.furios'csl 18,1 
(M.jannaschii,M.thf'rmoaut. )15, IIT.acidophilum, F.acidarinanus)I3, 1((Halobacterium.sp., H.mari 
mortui) lO,M.barkerilIl,A.fulgidus)12)I4}IG) 9)Il2; 
P.horikoshii -> P.Euriosus 
P.Euriosus -> P.horikoshii 
18 ->	 P.abyssi 
III -> A.pernix 
S.solEataricus -> P.aerophilum 
P.aerophi1um -> S.solEataricus 
la -> M.thermoaut. 
1] ->	 F.acidarinanus 
III ->	 T.acidophilum 
B.3	 Trace d'exécution de l'algorithme RlATA-HGT appliqué au jeu de données du 
gène PheRS synthétase 
species t ree: 
1 ( tP.hori,M.ther,A.fulg,M.jan )118, (S.solf, P.aero)Ilï)I19, (S.cere,H.sapi)Il6) 120, (1 (T.cher,D.radi 
)Il3, (N.gono,H.p.ilo, ( .caps,R.prowlIlO, (P.aeru, (E:.c:oli,H.infl)Ill)14)Il2,M.cube,T.ma"i, (Synech,A.a 
eollIl5, (C. rac, (P.ging,C. epl)t9)I3, (C.acet, ((B.subt, (E:.faec,S.pyog)I6)17, (M.pneu,M.geni)I5)!8)tl 
) 12, (B.bu g,T.palll 14110)121; 
gene t.ree: 
1( ( 1 (D. radi, T. ther) 113, ( 1 liN. gono, P. aeru) , ( 1R. prow, H. pilo) , (H. in fi, E:. coli) Ill) ) , (A. aeol, Synech) 115 
} :12.0, IIC.crac,P.ging),C.tepi)), (IR.caps,T.marl), 1~1. ube,C.a et)) :'.1.0, {(M.pneu,~".geni), IIS.pyo 
g,E.faecl, B.subtl )18), {( 11!I.sapi,S.cerel Ilb,A.~u-lgl ,i"l.thcrl, IM.jann, (IS.solf, P.aerol :17, (P.hori, (T 
.pall,B.burg)I14»)II); 




Il7 -> P. hori 
P. hori -> Il4 (100.0)
 
Il6 -> M. ther (25.0)
 
Il6 -> A. fulg (25.0)
 
Subsolution2: 
P.hori -> ll4 (100.01 
P. hor i -> Il7 185. DI
 
Il6 -> A. fulg 125.01
 
Il6 -> M.ther 125.01
 
Subsolution3: 
A. [u_g -> ll6 1100.01
 




P.hori -> Il4 (100.0)
 
Subsolution4: 
Il9 -> M. jann (88.01 [ time viol ion?) 
I16 -> A. fulg 125.01 
P. hor i -> ll4 1100. DI
 





R.prow -> H.pilo 167.01
 
R.caps -> T.mari (31.0)
 
11 -> 13 (85.01
 
Il -> R.prow (0.0)
 




P.aeru -> N.gono 155.01
 
M.tube -> C.acet 159.01
 




P.ging -> C.trac (85.0) 
SubsolutionZ: 
C.trac -> P.ging (85.0) 
Subsolution3: 
13 -> C.tepi (85.0) [time via t'on?) 
Consensus network for this set of gene trees 
IIIIP.hori,M.ther,A.fulg,M.jannlIl8, (S.solf,~. ero)ll71 19, IS.cere,H.sapilI16IIZO, «(IT.ther 
,D.radil 13, IN.gono,H.pil0, IR.caps,R.pro"IIIO, IP.aeru, (S.coli,H.infl)111II4)JlZ,M. ube,T.ma 
ri, ISynech,A.aeolII15, IC.trac, IP.ging,C.tepiI19) n, (C. c:et, 1 IB.Sllbt, œ.f ec,S.pyogI161 n, lM 
. pneu, M.geni) I5) 18) Il 1I2, lB. burg, T. paII 1Il4 1 rO)121; 
P.ging -> C.trac 
C.trac -> P.ging 
13 -> C.tepi 
R. prow -> H. pilo 
R.caps -> T.mari 
4 -> 13 
III -> R. pro" 
14 -> Il3 
R.caps -> M.tube 
P.aeru -> N.gono 
i"i.tube -> C.acet 
I4 -> i15 
117 -> P.!leri 
P.hori -> Il4 
16 -> M. ther 
116 -> A. fuig 
P.hori -> Il7 
A.fulg -> Il6 
-17 -> M.jann 
Il9 -> l"i.jann 
[Cette page a été laissée intentionnellement blanche] 
ANNEXEC:EXEMPLESDECODESOURCE
 
L'annexe C présente quelques exemples de code source développé pour la détection des 
transferts complets et partiels. On retrouve ici les deux scripts écrits en langage PERL 
(run_hgtpl et run_hgtyartialpl) qui encapsulent le programme HGT-Detection écrit en 
langages C/C++. Ces deux scripts permettent de gérer les options du programme, le calcul du 
bootstrap et le formattage des fichiers de sortie. De plus, le programme principal de HGT­
Detection (hgt.cpp) est présenté, ainsi que la fonction findBestHGTTabO qui permet de 
détecter plusieurs transferts indépendants en une seule itération. 
C.l Script PERL pour la détection des transferts partiels 




print STDOUT "\n\n"; 
pr in t STDOUT ,'_•••••••• ========..=====:w""""_••••• •'\n rI 
print STDOUT "1 Partial HGT-DETECTION V. 1. 0 (Oetober, 20101 1\n" 
print STDOUT "1 by Alix Boe and Vladimir Makarenkov 1\n" 
print S1'DOUT "==-:=c=__• • __~~==:::z=~~===---==-_\n" 
H- VÉRIFICATION DES ARGUMENTS DE LA LIGNE DE CO~~NDE 
ifl sealar @ARGV < li { 
print "Erreur\nusage : SO speciesTree2ile-ISpecies tree file]
 
geneSequences,ile~[Genesequences fileJ ope m-IPhyMLINJ] 0!Jt __ws~[1001 0!J _ss-IIOJ
 
opt st=[DNAIRNAIAA] opt nr-llOI opt bm-160]\n";
 
prim "\nspeciesTreeFile\ tSpëcies tree file n me.
 
The species tree should be in he Newick format";
 
print "\ngeneSequencesFile\tGene sequences file name.
 
The sequences should be in the Phylip format";
 
print "\nopt m \tTree inference (PhyML or NJ) de -aul - N.1";
 
print "\nopt=:ws\tSliding window size de ault.-100";
 
print "\nopt ss\tStep size de a '1 = 0"
 
print "\nopr=:sc\ Sequence type (DNA,AAI defau!L-M"
 
print "\nopt nr\tNumber of replicates in booLsCrap de'au!L-JO"
 






u----=---~=--=-=---===~ ._.. ._. ~c===_======~=_.=__ ._=~__ •••••_.__
U= Gestion des parametres vale rs par aéfautH==_-. rr ------.- ====_=~.=====~=~ ._•• === •••=••== __ 
my Sfenetre - 100; H= taille de la fenêtre 
my Sincrement 10; ~- deplacement àe la fenêtre 
my SnbBootstrap - 10; #= nombre d'arbres ur le bootstrap 
my Sboot min - 60; #- boat strap acceptab e 
my Spos debut glob le - 0; #- posi ion de de u 
my $re on tru-tion - "NJ"; #= :>lJ,ML 
my Ssequence type • "M"; k~ DNA, M 
my SspeciesTre êile ""­
my SgeneSequencesFile "o. 
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u~ Gestion des paramètres ~ nouvelles va_eurs 
my Sparam; 
my @tab_cmp; 
for(my Si~O;Si<scalar @ARGV;Si++) ( 
Sparam ~ SARGV[SiJ; 
chomp(Sparam) ; 
@tab tmp - splitl"=",Sparam); 
if (S[ab tmplOI eq "opt st") ( 
Sseq~ence type = Stab_tmpll); 
if(Ssequence type ne "DNA") && (Ssequence_type ne "AA"»( 




elsif(Stab tmp(O] eq "opt ws") (
 
Sfenetre ~ Stab_tmp( 1];
 
1 





elsif(Stab mp(O) eq "op ss") (
 
Sincrement = Stab tmp(ï];
 
) 



























U- Affichage des donnèes d'exécution 
print STDOUT "Species Tree filename SspeciesTreeFile\n"; 
pr'nt STDOUT "Gene Seq ences filename SgeneSequenceséïle\n" ; 
print STDOUT r'Sliding windows size Sfenetre\n"; 
print STDOUT liS tep size - Sincrement\n"; 
priet STDOUT "Number of :epllcates SnbBoot:strap\n"; 
pri,nt STDOUT "Minimum 900tstrap Sboo min\n"; 
print STDO l'Tree reconstr c ion Srecons rue ion\n"; 
print S'j'DOUT "Sequence ':'ype Ssequence_type\n"; 
open (OUT, ">phgt output.txt"); 
print OUT "=:::::=;O·••••__• •• .\nl';..,..==========='"'lI"~_
pr' nt OUT "1 Partial HG -DETECTION V.-.O 10ctober, 2010) I\n";
 
print a T "1 by Alix Boe and Vladimir Makarenko" 1\n";
 
print OUT "=-- -===================···~=----==\n";
 
print OUT "Species Tree filename SspeeiesTreeFile\n";
 
p:r.int OUT "Gene Sequences filename - SgeneSequencesFile\n";
 
print OUT "S_iding windows size Sfenetre\n";
 
pr ir. t OUT "Step size Sincrement\n";
 
princ OUT "Number ot replicates Snb900 st:-ap\n";
 
pr' nt OU "Minimum Bootstr p - Sboot min\n";
 
prin OUT "Tree reeons ruction S~eco;:; ruction\n";
 




my Sphyml "exec/phyml"; 
my sseqboot "exec/seqboot"; 
my Sneighbor llexec/neighbor"; 
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my Srf "exec/rf" ; 
my Sdnadist "exec/dnadist" ; 
my Sprotdist - "exec/protdist"; 
my Sconsense • "exec/consense"; 
ij====---==~~~---_ .•_-----------~~-----~~-------- -_••••=~=======~~ 




my %geneSequences () ;
 














:E:my Sintree Il intree"; 
my SinputHgtFile "input.txt"; 
my SoutputHgtFile "output.txt"; 
my SseqbootConf "seqbootConf.txt"; H- fichier de conf.iguration de seqboot 
my SdnadistConf "dnadistConf.txt"; il- fichier de configura ion de dna ·ist 
my SprotdistConE "protdistConf.txt"; il- '»Chier de con:>g ration de proLdist 
my SneighborConf "neighborConf.txt"; ij- f~chier de configuration de neighbor 
my SphymlConf "phymlConf. txt"; ij= fichier de configura ion de phyml 
my Sseed • 3; il= seed pour les progs Phylip 
my $log "log.txt"; ij- ichier log 
my Spos fin; 
my %transEerts - (); 
my %transferts2 = (); 
my Spos_debut Spos debut globale; 
my SbootTree = 0; - ­
my SRF distance --1; 
my SbootTreeFile "bootTreeFile. tx t" ; 
my SconsenseConf "consenseConf.txt"; 
my SnbNan 0; 
if( -e "SoutputHgtFile.tmp") { 
Execute ("rm -rf SoutputHgtFi e> tmp"); 
"=======-~=~--_._...•••_----===================---••­
ij= LECTURE DES DONNÉES (ARBRE ET SÉQUENCES)
#=====•••_. =--======== ====~=~A=_ ••_._._._.__._ 
@tab_tmp Eile get contents(SspeciesTreeFile); 
SspeciesTreeNewick = Stab=tmp!OJ; 
%geneSequences chargerSequence(SgeneSequencesFile); 
Snombre especes scalar keys(%geneSequences); 
@tab tmp keys(%geneSequences); 
Stalile sequence length(SgeneSequences{Stab_tm> Dl Il; 
ij-=====~-======---_....•__._•••---------=---~~==
 
~. l ITIA ISATION DES FICHIERS E CONFIGURATION
 
execute("echo \"R\nSnbBootstrap\ny\nSseed\n\" > Sseq 00 CanE"); 
execute("echo \"M\nd\nSnbBootstrap\ny\n\" > Sdn QistConf"); 
exec te("echo \"M\nSnbBootstrap\nSseed\ny\n\" ) SneighborConf"); 
execute("echo \"M\nD\nSnbBoolstrap\np\np\np\ny\n\" > SprotdistConf"); 
execute("echo \"y\n\" > SccnsenseConf"); 
if(Ssequence ':ype eq "DNA") (
 
execu e("echo \"infile\nb\nSnb80ots -ap\ny\ny\n\" ,. $phym Conf");
 




Execute ("echo \" Sin Eil.e\nd\n~\n~Î\nM\nM\n+\nO\nL \n+ \nb\nSnbBootstrap\ny\nY\n\" > SphymlConf"); 
prin STDOUT "\n===~"·-·· 
-------------" i 
peint STDO "\n 1 Interva RF 1 B s p 1 Detected transfe!"s";
 
print STDOUT rr \ n.- ----­
my Slast 0;
 
my Szone = 0;
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"hile ( ($pos_debut < $tal1le sequence) && ($last ~~ 0)) {
 
if(($pos debut + Sfenetre) > ($taille sequence-l)) 1
 






printf (STDOUT "\nl (%3d - %3d] ",$pos_debut,$pos_debut + $fenetre);
 
$pos fln $pos_debut + $fenetre; 
#=====••- ••~~•••_====._.~----==========-==========----
#~ CRÉATION DU FICHIER INPUT DE SÉQUENCES
 
#a ====~~~~~~==~~~~~~~~~=-~=====~~~=~=~ • _ 
open (OUT, ">$infile") Il die "Cannot open $infile ($!)";
 
pr,nt OUT "$nombre especes $fenetre";
 






$espace .~ " "; 
} 





execute ("cat $speciesTreetile > $inputHgtFile"); 
#=~~~~~~===~~~-------~--==-~~-==-~====== 
#= GÉNÉRP.TION DES ARBRES 
#==---- .===~~=----------------= -===~=,~---====~ 
if($reconstruction eq "NJ") {
 
execute("rm -rf $outfile » $log");
 
#print STDOUT " seqboot .. ";
 
execute("$seqboot < $seqbootConf » $log"); #= généra 'on des a es arbres
 
execute("cat Soutfile > $infile"); #= ajout des a tres arbres
 
execute("rm -rf $outfile » $log");
 
if ($sequence_t:ype eq "DNA") (
 
execute("$dnadist < $dnadistConf » $log"); #= calcul des matrices de discances 
if(l-e $outfile) 1
 











exeCute("$protdist < $protdistConf » $log"); #~ calcul des matrices de distances 
execute("mv $outfile $inflle"); 
execute("rm -rf $outtree » $log"); 
$nbNan ~ 'grep "nan" $infile l "C -1"; 
if ($nbNan ~= 0) { 
execute("$neighbor < $neighborConf »$log"); #~ transformation en chaine Newick 
execute("cp $outtree $intree"); 
execute("echo \"$speciesTreeNewick\" > $inputHgt!'"ile"); 
execute("tr -d '\n\r' < $outtree 1 sed 's/;I;\\\n/g' 1 sed 's/-llg' » $inputHgtFi e"); 
execute("rm -rf $outtree $outfile"); 
execute("Sconsense < $consenseConf » $log"); 
execute ("grep 'Sets in' -A 100 Sou file 1 grep 'Sets NOT' -B 100 1 grep '\ '.' 1 
grep \" [0-9! [0-91 *" [0-9J [0-9)"\" -0 > SbootTreeFUe"); 
my @tab rnp-file get contents ("SbootTreefile");
 
SbootTrëe-O; - ­
for(my Si~O;Si<scalar @tab_trnp;Si++) {
 
SbootTree += (Stab_trnp[Sl!<lOO)1 (SnbDoots rap+ll;
 
) 
SbootTree 1= scal r @:ab_ mp; 
@tab_tmp ~ file_get_contents2("SinputHgtFile"); 
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my Sarbre2~Stab_tmp(I); 
SRF distance ~ robinson and_foulds(SspeClesTreeNewlc<,Sarbre2); 
printf{ STDOUT "1 %3d 1 %3.0lf%% l ", SRF_distance, SbootTree); 
} 
elsel 
printf( STDOUT "1 Distance matrices cannot be built"); 
1 
elsel 
if(Sreconstruction eq "PhyML.") ( 
my Scmd ~ "rm -rf Sin file" . " '''. 
execute("scmd") ; 
execute (" Sphyml < SphymlConf » Slog"); 
my @tab tmp - flie get contents ("Slnfl e" . "phyml ree.txt"); 
my $chaine ~ Stab tmplOJ; 
(my @tabboot) = ($chaine ~- /\)((0-9110-9)"):/g); 
my Stotal ~ 0; 
my Sboot_cpt~O; 
foreach my Sval (@tab boot) 1 
Stotal +~ Sval; 
Sboot_cpt++; 
} 
SbootTree ~ ((Stotal/Sboot cpt)'IOO)/SnbBootstrap; 
$chaine ~- s/\) 10-9110-9)*;/\) :/g; 
@tab tmp - file ge~ rontents("$specie TreeFl1e"); 
SRF distance robinson and foulds(Stab tmplOI ,Schaine); 
printf( STDO;';'; "1 %3d- - %3.0lf%\ - 1",SRF_dis ance,Sbcio 'hee); 
Scmd ~ "echo \ "\nSchaine\" » SinputHg ,'ile"; 
execute{"Scmd"); 










n= DÉ ECT ON DES TRANSFERTS AVEC BOOTSTRAP 
u- ==~ ••__a_=== 
if({$RF_distance> 1) && (SboOtTree >~ 0) && (SnbNan -- 0 )) 1 
if(Snouvelle zone eq "yes") 1 
Szone++; 
} 
Snouvelle_zone = "no"; 
$iteration++i 
exec te("rm -rf output.txt outputWeb.txt results.txt nomorehgt.txt log hgt.txt retl,rn.txt");
 
execute("perl run hgt.p -inputfi e- inputHgtf'ile -boots rap=yes » Slog"); U
 
exec te{"cat SinputHgtFile »Slog");
 
execute{"cat ~np tfl eformated.txt » Slog");
 
execute{"cat log hgt.txt » $Iog");
 
executel"cat SoutputHgtFile » $log");
 
M= LEC URE 
my @tab_output - file_ge _contents (SoutputHgt:'ile) ; 
open (OUT, "»SoutputHgtFile.tmp") 11 die "Cannot open SoutputHgtFile.tmp{S!)"; 
my @tab ist dest-(); 
my @tmp-tab; 
open (IN-;-"$outputHgtFile") 11 die "Cannot open $outpu~:!qtrile (S!)"; 
fore ch my Sligne (@tab_o tput)! 
chomp{Sligne) ; 
Sligne =- s/ fig; 
print STOOUT "'''; 
(my $source,my Sdest,my Sbootstrap) = sp it("<>",Sligne); 
@tmp_tab = split(", ",Ssource); 
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Ssource joi (",",@tmp_tab); #join(". ".sort par num @tmp_ ab);
 
my @tab source spl t(".".Ssource);
 
@tmp_tab = spl t(" .... Sdest);
 
Sdest - join(",",@tmp_tab); #join( ...... sort par num @tmp_tabl;
 
my @tab_dest split (" .... Sdest);
 












$nouve le zone ~ "yes"; 
) 








$pos debut + $increment; 
print STDOUT .. \n-------------~-- ---~-~===--~---=~-~=~~ - -----••-~\n"; 
open (OUT."»phqt output.txt");
 
print OUT "\n\nPar"ir.l HGT det.ected with bootstrap support higher than Sboo min% \n";
 
pr in t OU'!' "==-:E:lC...--=-==-==-====",._:::zr_ _ __._.ZI..~~~""' _ _...:::======_._••_.__....,.'I ;
 
my Smax rf = -1;
 
execute("cat SoutputHgtFile. tmp > SoutputHgt.:,: le");
 
open (IN. "SoutputHgtFile") Il die "Cannot open SoutputHgtFile (S!)";
 
while(my Sligne ~ <IN» 1 
chomp (Sl igne) ; 
if(Sligne -- 1<>/1 { 
Sligne ~- si Ilg; 
(my Siteration.my SRF.Spos debut.Spos fin.my Ssource.my Sdest.my Sboo strQP) ­
split("<>".Sligne); - ­
if(Smax rf == -1) (
 
Smax=rf ~ SRF; 
J 
my @tmp tab ~ spli (...... Ssource);
 
Ssource- join(",",@tmp tab); #join( ...... sort par oum 3 mp_tab);
 
@tmp tab ~ split( Sdeit);
 
Sdest ~ join ( @tmp tabl; #join ( ...... sort par_num @tmp_tab);
 
:,(Sbootstrap > 5boot_mi~) (
 
my @tmp 'c"b2 ~ sp:,:: ("0". 51igne);
 
print Ol:':: "\n\nTransfer ". Stmp tab2[4] ."->". 5tmp tab2IS);
 
prir.tf ( OUT "\nBootsrrap %1. 11f\%"';;. Stmp tab2 [6] ); ­
print OUT "\nlnterval ". Stmp_ ab2[2J -:- St.mp_ ab2[3];
 
i-(exists(Stransferts{"Sso rce->Sdest"} )1 (
 
for(my Si-Spos debut;Si<=Spos iin;Si~+1 1
 





for(my Si-O;Si<Staille sequence;Si'+) (
 
Stransferts( "Sso'-'ccë->Sdest") ISi] 0;
 
1 
for(my Si-S os àebut;Si<-Spos f_n;$i+t) (
 





~- Arr-CHAGE DES RÉSULTATS 
H~=================~--=--==-============~----------_·· 
print OUT "\nOverlapping partial HGT detected with bootstrap suppor higher than Sboot.min% :\n"; 
print OUT "==--=:======__-"'$:;<--=:::lI'. __••_.~~ __==__ _-=======w.=a_ -----..--=.='.; 
my %results = ();
 
my %compteur = ();
 
my %interval.debut = ();
 
my %interval fin = ();
 
open (IN,SoutputHgtrile) Il die "Impossible d'ouvrir le fichier SoutputHg rile IS!)";
 
whilel my Sligne=<IN» 1 
Sligne s/\[//g; 
Sligne s/\]//g; 
my @tmp split("<>",Sligne); 
my Skey = $tmp[41 . "->" . Stmp[51; 
if (exists (Sresults 1Skey») ) 1
 
if(Stmp[6] >= ($boot min/21) {
 












$resultsl Skey} Sresults{Skey) + S mp(6);
 








Sinterval debutl$key) = Stmp(2J;
 
Sinterval=fin(Skey) Stmp[3); 
foreach my Skey (keys %results) { 
if(Sresults{Skey)/Scompteur{Skey} > Sboot.minl { 
print OUT "\n\nTransfer Skey" ; 
printf( OUT "\T1Average bootstrap %l.llf%%", $result siS key} /Scompteur 1$key» ; 









my Spred = 0;
 
foreach my Selt (keys %transferts) 1 
for(my Si=O;Si<Staille sequence;Si++) { 





















ij~ supprimer un sous-ensemble de feuilles 
fi ==-=.=======-==========-•••• _ ••••••== 
sub delete elt arrayl 
(my Selt,my-@tabl ~ @ ; 
my @new tab=(); 
foreach-my Sval (@tabl 1 
push(@new_tab,Svall if(Sval ne Selt); 
return @new_tab; 
iJ==~====-· 
ij. exécution du programme externe Rr 
ij~~-~========~~_.-
sub robinson and fouldsl 
file put ~ont~ntsl"rf input.txt",S [OJ . "\n" . S [lJ); 
exec~te(~Srf rf_input~txt rf_output.txt rf_tmp.txt rf_output.tmp r':_matrices.txt "1; 
my ~tab tmp = flle get contents ("rf output. txt") ; 
(my SRr) = ($Cab tmp[5] 1.*=\ ([0-9] [0-9]*1/); 
return SRr; 
#--------=====._._---_._--------========~= 
"~ Chargement d contenu d'un fictierR==..--················=================-= 
sub file_get_conten~s{ 
open(IN,S !O)) Il die "Impossible d'ouvrir" S [0) . " (S! 1 "; 
my Si=O; 




"~ Chargement du contenu d'un fichier 
#~ (uniquement les lignes se terminant par ";") 
"_._---==~=-~-=-~--~---==~===-===~~=-------
sub file_get_contents2{ 
open(IN,S [0]) Il die "Impossible d'ouvrir" . S 10] " (S!)"; 
my Si=O; ­
my @return = (); 
whilelmy Sligne -<IN» { 
if (	 Sligne =- "; ") (
 










u= sauvegarde dans un fichier 
~=====---••_.__••••_._._._._----======---= 
sub file put contents( 
my Sflchi~r = $ [0]; 
open(OUT,">S ichier") Il die "Impossible d'ouvrir Sfichier ($!)"; 
;:>::int OUT S [II; 
close (OUT) ; 
} 
U ~._••••••••••__••-=~~==----===-==== 
H- Enc psulation de l'execution d'une co~~an e externeH======----···_---_·_·- . .~====-==~=~======~_•••• 
sub execute{ 
my Scmd = 0] ; 
my Sr our - system ("Scmd"); 
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u~·_···_-----_·~-=-===-==~=------=~=========----
U- chargement des séquences dans un tableau associatif 
H===-===--••_.... _._u~_====-~.~==-==__~============= 
sub chargerSequence( 
my Sfile = S (OJ; 
my $tmp=O; ­
my %geneSequences = (); 
openlIN,SEilei Il die "Cannot open Sfile (S!i"; 
while (my Sligne = <IN>i ( 
chomp(Sligne) ; 
if (Stmp > 0) { 
(my Sname, my Ssequence) ~ split (" ",Slignei; 











u= VERI,ICATION DES ARGUMENTS DE LA LIGNE DE COMMANDE 
u------~_w-
iE(	 scalar @ARGV < 01 { 
print "\nErreur\nusage SO"; 
exit 0; 






















my %hg n. ber .ab;
 


























my Sgeneroo. "midpoint" ;
 
my Ss epbystep "no" i
 
"=--- LECTURE DES PARAMÈTRES 
foreach my SoIt (@ARGV) 1 
cmd .= Sel~ . " "; 
if (Selt =- "boot st rap") {
 
@tmp tab ~ splitl"=",Selt);
 






if(Selt =~ "speciesroot") ( 
@tmp tab - split("-",Selt); 
Sspeciesroot - Stmp_tabll]; 
chomp(Sspeciesroot); 
) 
if (Selt =~ "generoot") ( 
@tmp_tab - split("-",Selt); 
Sgeneroot - Stmp_tabll]; 
chomp(Sgeneroot); 
} 
if(Selt =- "inputfile") { 
@tmp tab - split("-",Selt); 
Sinputfile - Stmp_tab{l); 
) 
if(Selt =~ "path"){ 
@tmp tab - split ("-", Selt); 
Spath - Stmp_tabll]; 
) 
if (Selt -~ "vie,,·tree") { 
@tmp tab - spLit ("-",Selt); 
SViewtree - Stmp_tabllJ; 
} 
if (Selt -~ "outputfile") ( 
@tmp tab - split("-",Selt); 
Soutputfile - Stmp_tab[l}; 
) 
if (Selt =- "help") { 
print_description(); 
print help (); 
exi t; ­
} 
if (Selt ~- "stepbystep") 1 
@tmp tab - split ("-", Selt); 
Sstepbystep" Stmp_tab[l]; 
Sinputfile "Spath" "Sinput file"; 
Soutputfile "Spath" "Soutputfile" ; 
my Sresults "Spath" "results.txt"; 
my Stmp input "Spath" "tmp_input.txt"; 
my Sinput no space "Spath" "input no space.[xt"; 
my Sreturn file "Spath" "re ... urn. t~t "; 
my Slog file "Spath" "log_hgt.txt"; 
my Soutput_tmp; 
my SoutputWeb "Spath" "output~'Jeb. xt"; 
my Sgenerootfile "Spath" "geneRootLeaves.txt"; 
my Sspeciesrootfile "Spath" "speciesRoo Leaves. txt 11; 
my Sgeneroo filetmp "Spath" "geneRootTmp. tx t" ; 
my Sspeciesrootfiletmp "Spath" "speciesRo tTmp. txt"; 
my Sinputfileformated "Spa th" "inputfileformll ed.t~t"; 
my Sprehgt file "Spath" "prehgt. txt"; 
#==~. PRINT H8ADER 
print_title (); 
ij= Jinux like 
'rm -rf Sresults Soutputfile Slog_file Sreturn i e'; 
ij----- CH8CKING FIL8S ---- ­
if( Sinputfile eq "") t 
print STDOUT "\n\nRUN HGT There is no input file"; 
exit -J; 
) 
if ( ! -e Sinp 'tfile) 1 
print STDOUT "\n\nRUN_HGT Sinp'tfile doesn't exist"; 
exit -1; 
ifl ISspeciesroot eq "~ile") && ( ! -e Sspeciesrootfi el ) ( 
print S'!'DOUT "\n\nRUN HGT : Sspeciesrootfile doesn' t exi s ". 
exit -1; 
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if( ($generoot eq "é:~e") && ! -e $generootfile) ) { 
print ST~OUT "\n\nRUN_HGT $generoo file doesn't exist"; 
exit -'. 
n~~~ LECTURE DE L'ARBRE D'ESPECES ~~~
 
open(IN, "Sinputfile") Il die "Cannot open Sinputfile";
 
open(OUT, ">$inputfileformated") Il die "Cannot open $inpurfileformated";
 






if I$ligne ne "") {
 






open(IN, "Sinputfileformated") Il die "Cannot open $inputEi.eformated";
 




#===•••• ••_. a:-========~======= • __•••••_==-__-======~ • 
$cmd .= "-inputfile~Stmp_input -outputfile=$cu putfile"; Il > $109_f' le"; 
my $nbTrees ~ 0 ; Il scalar @trees_tab - 1; 
n~= The proqram need at least 2 trees 
ifllscalar @trees tab < 2) ( 




for (my Si-O; «Si< scalar @trees ab) && $trees t blS'J -- ";");){ 
open(IN, ">Stmp_input") Il die "Cannot open Stmp_input"; 
#••__•••••_.__--=================~G__ ••••__• -== ===--__•••••••••••__-= 
~= ln the bootstrap case, we need 0 change tne speciesroo and generoot option 
11- for "file" from the first replica:e, 
n=~----=~====~=·-------.-.-.--=-==~--~~~--



















$cmd .= -printWeb=no ".Il 
} 




$cmd - s/-speciesroot=ta-zlla-z)* Il;
 




cp $speciest"ootfile $spec:esroott e mp'
 
} 















#~~ traitement des cas de transferts avant la détection 
if(Sstepbystep eq Ryes") ( 
if(-e SoutputWeb) ( 
my @prehgt; 
my @prehgt valide; 
my @prehgt-sequence; 
open (PREHGT, "SoutputWeb") Il die "Probleme avec l 'ouver .\Jre du fichier Soutput\\leb"; 
my @tab prehgt ~ <PREHGT>; 
foreach-my Sligne( @tab_prehgt){ 
chomp 1Sligne) ;
 





if(Sligne ~- l'hgt_valide =/) (
 
Sligne ~- si = 1,1;
 
@prehgt vallde = spllt(",",Sllgne);
 
) 
iflSligne ~- l'hgt sequence/) (
 
Sligne ~- si ~ 7,1;
 






peint STDOUT join("-",@prehgt) . "\n";
 
print STDOUT join("-",@prehgt valide) . "\n";
 
peint STDOUT join("-",@prehgt=sequence) . "\n";
 
open(PREHGT,">Sprehg-file") Il die "Impossible d'ouvrir Spretl9t:tile";
 
print STDOUT "\nnbHGT =" . S#prehgt_valide . "\n\n";
 
for(my Si~l;Si< scalarl@prehgt valide);Si++) ( 
print PREHGT	 Sprehgt sequen~elSil . " " . Sprehg 14°Si- J • " " 
SprehgtT4°Si-21 Sprehgt[4'Si-11 . " " . 
Sprehgt{4°Si-01 . " " . Sprehg=_v lidel$iJ . "\n"; 
1 
close(PREHGT); 
print STDOUT "\nComputation " . ++SnbTrees . " in progress ... ";
 
execute hgt ("Scmd » Slog file");
 
if( ! -e Sresults) { ­
print STDOUT "\n\nRUN_HGT : An error has occured during COmpl.lLation.
 





print STDOUT	 "formatting results ... "; 
if (( (Si == 2) && (Sviewtree eq "yes")) Il ((Si -- 1) && ($v.iewtree eq "yes"))) ( 
eXltyrogram(O, Sreturn flle, "RUN HGT We just want to see the Input trees"); 
U====-==-===-==~=~·_·_·_·_--·--_·---:--=~================~·- ·
#e=="~_._. __._· LECTURE DES RÉSULTI'.TS - _.__._-=-~~=~~~-===== 
U=--=---·--·----·---·-·-=·-=========~==========-==-·=----- ••------~====---
open(lN, "Sresults") Il die "\nCannot open Sresults ! !'";
 




exit.program(-l,Sreturn.Eile,"RUN_HGT: result fi!e empty") if(scalar @hgt_Lab 0);
 




ifl (Si -- 2) Il (Sbootstrap eq "no")) ( 
print STilOUT "done"; 
my SnbHGT-O; 
my SnbHGT2-0; 
Eor(my Sj-2;Sj<~ scalar @hgt_tab;){ 
H(Shgt t bl$j: 1'(0-9)/) (We 
my Sëpt = read Ilne(Shgt tab[Sj+ J); 
forlmy Sk~O;Sk<Scpt;Sk++T[
 
my Shg _number • read.line(Shgt_tabISj++l 1;
 
my SsourcB_list = read_line($hgt_ ab[Sjr+]);
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my sdest llst = read_Ilne(shgt tab[s)++J);
 
my stransfer_deseription2 ~ read_Iine(Shgt_tab[sj++]);
 
my Stransfer_deseription = "From subtree (ssouree_Iist) to subtree (sdest_lis:) ";
 
my seriterion list ~ read line(Shgt tabISj++]);
 
my scriterion=list2 ~ read_Iinelshgt_tab[Sj++I);
 
shgt number tab{"ssource list<>sdest list"} Shgt number; 
shgt-deserl~tlon tab{"ss;uree 11st<>Sdest list"} - Stransfer description; 
shgt-compceur tab{"ssouree list<>sdest list"} • 1; ­
Shgt=eriterion_tab{"Ssouree_ ist<>sdest_Iist"l Sere erion liot; 
shgt nbHGT tab{"Ssource list<>Sdest list"} sept; ­
Shgt=pos[SnbHGT+ ) = "Ssourc:e_l 'st<>Sde t_list"; 
} 
if(smode eq 'mode=multicheck') (
 





@tmp tab init ~ split (", ", Shgt tabIO});
 
@tmp-tab-= spllt(" ",Shgt tab[S)]);
 
Stotal hgt ~ stmp tab[l.;
 




open (OUT, "»Soutputfile") Il die "Cannot open So tputfUe";
 






print OUT " no HGTs have been found 1"; 
} 
close (OUT); 
exit_program(Sva retour,Sr urn_f'le, "PERL pas de bootstrap, 


























if( (Sbootstrap eq "yes") && (Si> 2)) { 
print STDOUT "done"; 
my SnbHGT=O; 
my SnbHGT2'0; 
for{my Sj~2;Sj<~ scalar @hgt tab;) ( 
if(Shgt tab!Sjl =- /'jO-91/l (
 




my Shgt number ~ read linelShgt t b(Sj++i);
 
my Ssource list = read Une (Shgt tab!Sj. '·li;
 
my Sdes list = read IIne(ShgL tab(Sj++) 1;
 
my Stransfer deserJPtion2 = read line(Shg ablSj +]);
 
my Stransfer-descrip ion "F"rom-subtree (Ssouree list) to subtree (sdest_list) ";
 
my Scriterion list - read line(shgt tab[SjT+)); ­
if(exists shg-:- co peu, -b{"Ssou::ce list >Sdest ist"}) {
 
Shgt_eomp eur_ db{ "s'Souree_list >Sdes _list"}- +~ 1; 
) 








sj • (sealar @hg~_ b) + 1;
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if(Sboocstrap eq "yes") { 
open(OUT, "»Soutputfile") Il die "Cannot open Soutputfile"; 
print result2(); 
closelOUT) ; 
exit_program(Sval retour,Sreturn flle,"PERL fin normale du programme"); 
ij===-====~====---. ===••••_._--.~~-~-===============~--_••••••••----=~~~~ 
#••••••- ••-----=~==========~--~-~ FONCTIONS ••••-----.~~~==--=======-~---. 
sub read_line{ 





openlRET, ">Sfile") Il die "Cannot open sfile"; 
print RST Sval; 
close (RET); 
print STDOUT "\n"; 
Mprint STDOUT "\nexit=>Smessage"; 
exit; 
sub	 execute_hgt ( 
my (Scmd) ~ @ 





sub print result2{ 
my sfirst=O; 
foreach my selt(@hgt_pos)l 
print OUT "\n" if(Sfirst > 0);
 
print OUT "sel tH;
 
printf(OUT "<>%3.1 f",Shgt compteur tab{Selt)*lOO/snbTrees,Shg:: compteur ab{SeJt.},
 
SnbTrees); #~ if(shgt number tab{"selt"} ï~ "Trivial"); - ­
Sfirst~l; - ­




my @tmp_tab ~ split(",",shgt_tobIO)); 
"=...--__	 .. "" ..._•• ~~=========---.=\ n" ;._••_ ••__.....,,=a.a.-==-=====~-~_==""' _.print OUT 
print OUT "1 Program : HGT Detection 3.2 - NO'lember, 2009 \\n"; 
print OUT "1 Authors : Alix Boc and Vladimir Makarenkov (UQAM) 1\n"; 
print OUT "1 This program computes a unique scenario of horizontal gene LranS(Crs (HGTI I\n"; 
print OUT "1 for the given pair of species and gene phylogenetic trees. I\n"; 
print OUT ,,-~~------------- \n"; 
print OUT "\nSpecies tree :\n". Strees tablO) . "\nGene Tree :\n" Strees tabll]; 
pront OUT "\n\n-~---· ===~--~~-~ ••_-- "; 
prin OUT "\0= C~i eria values be ore r.e co pu ation ";
 
pr in OU"!''' \n • __~~====""'_...:o:===~-= ·_···__="/.
 
l( ISbootstrap eq "yes") 1
 
printE (OUT "\nRob"nson and Foulds distance (RF) - Id",$tmp tab initIO]);
 
printf 10UT "\nLeast-squares coefficient (LS) U.3lf",Stmp=: ab_initll));
 




printf IOUT "\nRobinson and Foulds distance (RF) %d",Stmp_ abIO!); 
printf IOUT "\nLeast-squares coefficient ILS) U,3lf",Stmp tab(l!); 
printf IOUT "\nBipar i ion dissim'larity %l,.llf\n",Stmp_tab(211; 
iflSbootstrap eq Ryes") 1
 





foreach my Seltl @hgt_pos){
 
if((SnewGroup ~~ 0 ) && ISmode eq 'mode~multieheck'))1 
print OUT "\n~~~=====-- -=~-=~------ ---===~~~--~~ -~---=~"; 
if(Shgt nbHG' tab{"Selt"} == 1) { 
print OUT-"\nl Iteration "Sept: " Shgt nbHGT_ ab{"S !t"} ," HGT was fo nd"; 
1 
eisei 
print OUT "\nl Iteration IScpt Shgt nbHGT_tabl "Sel "1 "HGTs were ound"; 









iflSmode eq 'mode=monocheek') 1 
print OUT "\n=====~-_•••••·_-"'-~~~-='""'-=-==----_._-"""-"""-=~~"; 
) 
print OUT "\nl" . Shgt_number_ ab{"Selt"J; 
if((Sbootstrap eq "yes")&&(Shgr number ab{"Sel"} ,- ''''"j,via "»){ 
printflOUT " (bootstrap value ~ %3,11:'U) ",Shg comp e r Lab{Sc }'lOO/SnbTrees, 
Shgt_eompteur_t b(Selt), SnbTrees); 
) 
print OUT "\n 1" . Shgt_description_tabl "Selt");
 
print OUT "\nl " . Shgt criterion tab{"S 1:"1;
 
if(Smode eq 'mode~monocheck')1 ­





print OUT "\nl ".
 
my Stmp ~ "HGT " . Shgt nbHGT tabl "Se~ "1 . " / " . ShgL_nbHGT_Lôb{ "Selt")
 
my S 'mp2 ~ Stmp . " Tri;:7ial"; ­
ifllSmode eq 'mode~multicheck') && 
Il Stmp ~- Shgt number tab{"Selt") 1 (Stmp2 ~- Shgt number tabl"Selt"}))}1
print OUT .. \n:======-==""".....__••_••_.__-..c<=====~====~~__ _._-==---=-.>c"; 
print OUT "\nl After this iteration the r' teria va'ues are as :ollows .". 
print OUT "\nl " . Shgt_pos2 [SnbHGT2++! ; 
print OUT "\n========-=-~=="'IlI'_- •••••--===============...-.. -----=\n" i 
SneHGroup~O; 
print OUT "\nTotal number of HGTs : Stotal_hgt ";
 
if( Stotai trivial> 01 {
 
princ OÜT "(". (Sta L_hgt-S '0 al .i.viall ." requla. l " .
 
S 0 al rivia1 . " trlvi&l HGTs)";
 
) 
Sval rSLour ~ StoLal_h t; 
openIOUTWEB, "»SoutputWeb"); 
if(Sboots rap eq "yes");
 




foreach my Selt( @hgt_pos){
 














print. S7DOUT "_~~~ -r-_·_~.__._••••••_."__=#.E:-=:L~=-=.::z=t===_~==='""==-_~ -- ­ .""''''\n''; 
print STDOUT "1 HGT-DETECTlON V.3.2 (November, 2009) by Alix Bac n Vladimir Makarenkov I\n"; 
print STDOUT "=~-=====~~~-~--=~~====~~- - ~=--. _.1~ ~ ~\n"; 
sub print_minidoc{ 
print STDOUT "\nCheck the file $log_file for the compu a ion de ils"; 
print STDOUT "\nCheck the file Sou p\lrfile for the program outpl't\n"; 
sub print_description{ 
print STOOUT 1.==O============,.. ••_._••••••__--=~lI::=:I%_~_========_.:a_...._••_•••••••• '\n'T; 
print STDOUT "1 Program : HGT Detection 3.2 - November, 2009 I\n"; 
print STDOUT "1 Authors : Alix Bac and Vladimir M karenkov (UQAM) I\n"; 












print STDOUT "\nUsage :\nperl run hg .pl -inputfile-linputfilenamel ­
outputf'le=[outpu fIlenameJ -criter·on~[rfllslbd "; 
print STDOUT "-speciesroot~[ idpointlfilel -generoo =Imidpoin ifilelbes bipar i.lonl"; 
print STDOUT "-scenario=luniquelmultiplel -nbhg =(maxhgtl -path-(pathl -bootsuap [nolyesl"; 
print STDOUT "\n\nsee READ1~E.txt file for more deta.il."; 
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C.3 Programme principal pour la détection des transferts complets 
/ /=======~-~---===="'"'==.========----
11= HG -DETECTION v3.2b 
11= Auchors Alix Boc and Vladimir Makarenkov 
11= Date : November 2009 
11= 
11= Description : This program detect horizontal gene transfers (HGTsl. As input it takes two 
11= trees : a species tree and a gene tree. The goal is Lo Cransform Lhe species tree 
11= into the gene tree by series of SPR operations. 'rhere re 3 cr'ceria: he Robinson and 
11= Foulds distance, the least-square criterion and the bipartition ciisGimilarity. 
11= We also use the subtree constraint. 
11= 
11= input file wich species lree and gene cree in the Newick f rmat. 
11= In the case of simu ations, the species tree and Il the gene rees should be 
11= in the same file in the Phylip formac or submi ted as a Newick string 











ijinclude "utils tree.cpp" 
ijinclude "fonctions.cpp" 
ijdefine binaireSpecies 0 
ijdefine binaireGene 1 
void traiterSignallint sig)( 
printf("\nMESSAŒ : SEGHENTATION FAULT ij%d DETECTED",sig); 
printf("\nUse valgrind or gdb to fix che problem"); 
printf ("\n") ; 
exit(-il; 
---••••--- -,~~.~.~-•• ~= 
II~= =.-~._.._­
II=--·--····_·_····_·---~~~~ 
int main(int nargc,char '*argv) { 
struct InputTree SpeciesTree; 11== in;t~al species tree 
struct InputTree SpeciesTreeCurrent; 11== initial species tree 
struct InputTree Firs'Tree; 
struct InputTree FirstTree2; 
struct InputTree GeneTree; 11== ln laI gene ccee 
struct InputTree SpeclesTreeRed; 11-- reduced species cree 
struct InputTree GeneTreeRed; 11== reduced gene ~e~ 
struct ReduceTrace aMap; 11== mapping StUC ute between species ~ee and 
reduced spec·es tree 
s ruct InputTree geneTreeSave; 
s ruct HGT * bestHGTRed = NUL 11== l i.st of HGTs for he ~educed tree 
sttuct HGT * bestHG = NULL; 11== list of HGTs for ne regular tree 
struct HGT * outHGT - ULL; 
s ruct HGT • bestHGTmul . check N .L: 
inl nbHGT boot; 
Inl first-= l,k,l; 
int cpt hgt,i,j,tmp,nbTree=O; 
iot bootstrap • 0; 
iot multigene = 0; 
int nbHgtfound = 0; 
s r~ct CRITERIA' mulrlcheckTab=NULL: 
str cl CRITERIA aCrl ; 11== s r t ·re f all ~he cri e~oa 
strucc Des::Tree 'D'fSpecies, II~~ s r c ur of subm triGes for he species ree 
Gene; 11== struc ure of sub a~ iees for the gene tree 






















printfl"\nhgt : reading options");
 
if(readParametersl&param,argv,nargc)~~-I)( 
printfl"\nhgt : no options speciEied, see the README: file for more de a'ls\n"); 
exitl-l); 
rand_bootstrap ~ param.rand_bootstrap; 
signal(SIGSEGV,traiterSignal); 
I/~~ open the input file 
if 1(in=fopen Iparam. inputfile, "r"» ·-NULL) (
 





if (strcmp(param.speciesroot, "file") ~~ 0) l 
if(!file exists(param.speciesRootfileLeave 1) t 
printl("\nhgt : The file %s does not exis:",param.spec'esRoo ileLeaves); 
exit(-1); 
) 
iflstrcmplparam.generoot, "file") =~ 0) ( 
ifl!file exists(param.geneRootfileLeaves) ( 
print1("\nhgt : The file %s does not exist",param.geneRoolElle eaves); 
exitl-l); 
) 
if 1(in=fopen (param .lnputfile, "r") ) ==NULL) (
 




//~= open the bootstrapFile
 


















FIL * resül~s, *results2; 
i 1(results ~ fopenlparam.results,"w+")-NULL){
 





if( (results2 ~ fopen(param.results2, "\H") )-~ ULL) (
 




/ / __ ~ __ C'.: =- _===~_~~~~_. ._.._-..._=--~=_~=_ 
I/====~----=~~---·--· L~CTUR~ D8S ARBRES ------======~ 
/ j= lt.o _ _ al<! 
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printfl"\nhgt : reading the input file");
 
















11== lecture des matrices ou des chaines Newick en entréee
 
if(readlnput(SPECIE,param.input,&SpeciesTreel ~& -1) (
 




if(readlnput(GENE,param.input,&GeneTree) =- -1) 1
 
printfl"\nError in gene tree\n"); getchar(); exit(-l);
 





11== Construction des differentes représen atlons des arbres 1 dj ceICce,arétes,lcn ueurs,degré) 
CreateSubStructures(&SpeciesTree,l,binaireSpecies); 
CreateSubStructures(&GeneTree,l,binaireGene); 
Il u =-------.-~ -.~== 
Il'''~= ----_.--._. GESTION DES RACINES ~ -----===---~-==--.-
//U~_=====~==- - - ~==~~_~=====~=========== ••_.~~=== 
11-- sélection de la racine
 
printfl"\nhgt : adding the tree rocts");
 
if(strcmp(param.load, "yes") == °)(

chargerFichier(&SpeciesTree,param.speciesTree,param.speclesRoctfile); 















if(speciesLeaves .~ NULL) (
 




if(SpeciesTree.Root == -1) 
addRoot(&SpeciesTree, NULL,SpeciesBraneh,param.speeiesroot, 
param. speciesRootfile, param.speciesRootfileLeaves,NULL,patam.version); 
iflGeneTree.Root == -1) 
addRoot(&GeneTree,NULL,GeneBranch,param.generoot,param.geneRoo file, 
param.geneROotfileLe-ves,NULL,param.version); 




if{Specics1rcc.sizc > GeneT~ce.S~lCJ max hgt - 4~GeneT~ee.slze ~ GcneTrce.size;
 
else max~gt = 4*SpeciesTree.size ; SpeciesTree.size;
 
bestHGTRed = (s ruct HGT"lmalloc(max_hgL'slzeof(s rue HGTI);
 




bestHGTRedlil.l stSouree ~ NULL; 
bestHGTRed[i] .1istDestination = NULL; 
best:HGT (i] .1 is tSou ree ~ NULL; 
besLHGT[i] .1istDestination = NULL; 
if(first==l && stremp(param.seenario, "multiple") '=0 && strcmp(param.mode, "m . icheck")=O) 
multicheekTab = Istruct CRITERIA *)malloclmax_hgt*sizeoflstruet CR TERIA)); 
if(first==l) ( 

















ifllbootstrap != 1) Il Ibootstrap==l && first 1)) ( 
fprintf(results,"ld,llf,llf\n",aCrit.RF,aCrit.LS,aCrit.Bn); 
RFref=aCr i t . RF; 
//~= Ajout de transfert:s avant e processus de détection 
//printf("\nhgt : stepbystep=ls",param.stepbystep); 
//iflstrcmplparam.stepbystep, "yes") == 0) ( 
//== si le fichier prehgtfile existe, 
if(file existslparam.prehgtfile)) ( 
nLE-*prehgt = fopenlparam.prehg file, "r");
 
printfl"\nhgt : adding pre-hgt");
 















DTSpecies = (s:ruct De cTree*)malloc(2*Spee~esTree.size-Z-SpeeiesT~ee.kL~1)' 
s'zeo[(st UCL OescT~ee) i; 
RechercherBipar i ionISpeciesTree.ARETE,SpeciesTree.A D,Spec'esTree.Roo , 
SpeciesT~ee.Adjôcence,DTSpccic$,SpeciesTree.size,Specie~Tree.kt): 
if (valide ~ 2) 1
 
int tmp-al; al~bl; bl=tmp;
 




pas_source ~ pas de~t -li 
for(i-' ;i<-Z'Speeies ree.slze-3-SpeciesTree.kt;i>+){ 
if{(SpeeiesTree.ARETE[Z'i-ll al && SpeciesTree.ARETE[Z*i-Z) aZ) Il 
:SpeeiesTree.ARETE[Z'1-21 -- al &$ pe~i.s ree.ARETE[Z 1-11 2) l 
pos source = i; 
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if((SpeciesTree.ARETE[2*i-ll bl && SpeciesTree.ARETE[2*i-21 b2) Il 
(SpeciesTree.ARETE[2*i-21 bl && SpeciesTree.ARE~E{2*i-ll b2) ) 
pos_dest ~ i; 
) 
printf("\nhgt : (branches) %d %d",pos source,pos destl;
 





iflstep I~ newStep) 1
 















printf("\nhgt : (branches) %d %d",pos source,pos destl; 




printf("\nhgt Id-Id -> %d-\d",al,a2,bl,b2); 





bestHGT[cpt hgt! .source A - al;
 




bestHGT[cpt-hgtl .dest-g • b2;
 
bestHGT[cpt hgtl .vallde • valide;
 
bestHGT(cpt hg ) .crit = aCrit;
 
bestHGT(cpt hg 1 .source = pos source;
 
bestHGTlcpt-hgtl .destination =, pos dest;
 
bestHGT[cpt=hgtl . sequence • imc; ­
if( (bestHGT[cpt hgt) . source A bestHGTlcpt_hg) .dest_AI Il
 
(bestHGT[cpt-hgt) . source-A bestHGT[cpt_hgt .des _B) Il 
(bestHGT[cpt-hgt) .source-B bestHGT[Cpt_hgtl.dest_AI 1 
(bestHGT [cp -hgt) .source-B bestilGT[CiO _hgt) .des _BI) ( 
bestHGT[cpt_hgt] .trivial-. 1;
 







mul ocheckTab[imc) .LS aCrit.LS;
 
mul icheckTabiirnc) .RF aCrit.RF;
 




multocheckTab[imc) .rRF ~ -1;
 
















DTGene ~ (struct DescTree'lmall ((2'Ge.eTree.s ze-2- eneTree.kt~ll· 








printfl"\nhgt : pre-treatment process");
 
int tousLesCasSontTraitees ~ FALSE;
 
int *tab tous les sommets ~ (int*)malloc( ISpeciesTree.size+l) * sizeoflintl';
 
int "tab-sommets selectionnes ~ (int")malloc( (SpeciesTree.s-ze+l) * sizeo[(int»);
 





struct HGT aHGT; 
fOr(i=l;i<~SpeciesTree.size;i++) tab_tous_les sommet.lil 0;
 
tab_tous les_sommets[O) = FALSE;
 
while(tousLesCasSontTraitees == FALSE) { 
ListeSornrnets taille 0 (GeneTree _lnp"., tab tous les somme s, GeneTree. size-ll; 
tousLesCasSon~:'raitees ~ tab tous_les soiiime sïo 1; ­




temoin nouveau cas=Q; 
for(i~l;i<GeneTree.size;i++)(
 
if(tab tous les sommets{i' ~= II (
 




tab tous les sommets[i] = 2;
 
tab-sommets selectlonnes[O] ~ tab sommets selectionnes[O) + 1;
 
tab=sommets-select'onnes[tab sornrnets_seleCti nneslO) J = i;
 
} 
if(tab_sommets selectionnes[O) > 0) ( 
ListesBranchesPourHGT(tab sommets seleç-ionnes,GeneTree.ARE 'E,GeneTree.size, 
DTGene,tab branches,&nb ranches); 
whilelfindBestHGT nombreLimitelDTG ne,DTSpecieS,tab branches,nb branches, 




DTGene = Istruct DescTree*)malloc(12*GeneTree.size-2-GeneTree.kt+l)* 
sizeof(s ruct DeseTree»; 
RechercherBipartitionIGeneTree.ARETE,GeneTree.ADD,GeneTree.Root, 
GeneTree.Adjacence,DTGene,GeneT~ee.size,GenTree.ktl; 











computeCriteria ISpeciesTree.ADD, GeneTree.ADD,SpeciesTree.size,&aCrit,SpeciesTree.LONGUE R, 
SpeciesTree.ARETE,Gene ree.LONGUEUR,GeneTree.ARE El; 
ReduceTree(SpeciesTree,GeneTree,&SpeciesTreeRed,&Gene 'reeRed,&aMap,DTSpecies,DTGene, 
binaireSpecies,binaireGene) ; 
tmp = 0; 
//--------=--=~-==-===----------DtTECTION DES TRANSFERTS 
iflstremp(param.version, "consol")==O) (
 
prj nt f ("\n~=====~---- -----") ;
 
printf ("\n 1 CR ER V....LUES BEFORE THE DETE'.CTION ");
 
princEI"\nl RF di ance - \2d",aCric.RF);
 
prin fl"\"1 L5 cr erion - ~2.l1E",aCrit.LS);
 
princfC"\nl BD cr ceri on %2.11 ",aCrit.8D);
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prin t f ('I \n====an=_•• ,.;JaF-=:or-.••__....=.'&:""'=:::E::::E.:a:==========a=-.:::\n") ; 
//==----.-----=---.====--==-~==~==-=-- --==~==~ ••_•••_••_.---=-==-== 
II~~~-- --= RECHERCHE DE TRANSFERTS: scénario multiple =R~~ _ 
11==----- --- ._- ~~===--==~--
iE(strcmp(param.scenario, "multip e"I~~O) { 










printf("\nhgt : sce;:;ario multiple");
 
if(cpt_hgt > param.nbhgt) cpt_hgt ~ param.nbhgt;
 
) 
else iElstrcmp(param.scenario, "unique")=O) ( 
printfl"\nhgt : scenario unique"); 
if( strcmp(param.subtree, "yes") =~ 0 && strcmp(param.mode, "m 1 icheck"l -0 ) ( 
11--· --~~~ - ~---==--~_.-
II==~ RECHERCHE DE TRANSFERTS: scénario unique - ~LUSISURS PAR TOUR ------ ­
II~~=~---~·_---------------~--~~~-------====- - -----------------~------
pr ntE("\nhgt : start of detection");
 




&nbHgtFound,&trivial,bootstrapl > 0) { 
imc++: 
trivial (SpeciesTree.kt =~ OI?O:l; 
printf("\n\n[M HGT%s)", nbHgtFound, (nbHgtFound > I)O"s":""); 
iE(first-~l) (
 
mu .1checkTab[0].m ++; //~ nombre d'occurences
 
multicheckTablimc) .nbHgtround - nbHgtFound;
 
int temoin zero=-l; 




iE(bestHGTRed[i] .crit.RF 0) (
 
temoin·_zero = i; 
) 








bestHGT(cpt hgt1.sequence imc; -

bestHGTlcpr._hgt) .triv·al ~ 0;
 
bestHGTRed[ ) .listSource - NULL;
 
bestHGTRed[i] .listDestination - NULL;
 
iE( (temoin zero != -l)&&(i'-temoi zero)) (
 
bestp.GT[cpt_hgtl .valide - 0;
 
printf("\ HGT- E ECTION : un des transfcr met RF~O");
 
continue; 
lEI (bestHGT[cpt hgt) .source A bes nGTicpr_hg ) .desL_A) Il 
(bestHGT[cpt-hg l.source-A bestHGT rcot hgl! . dest ) Il 
IbestHGT[cpt-hgt) .source-B bestHGTicpl-hgtl.desL-.!\) 1 
(beStHGTfcpt-hgt) .source-B beStHGT[CPl=hgLI .des :8)) {
 




if' (b st IGTlcpt hgtl.source A ~~ bes HGT[cpt hgtl .des _A && 
SpeciesTree.degrelbestHGTlcpt hg-) . source- ! -~ 3) ! 1 
(bestHGT[cpt hgt) .source A ~--bestHGT[cpt-hgtl .dest 8 && 
SpeciesTree.degreluestHGT[CPt hg I.s rce-A! - 3) ïl 
IbestHGT(cpt hgtl .source B -- bestHG [cp -hgtJ .dest A && 
SpeclesTree.ctegre[bestHGT[cpt_hqtl .50 rce=BI -- 3) Il 
(bestHGT!cpt hgt) .sour~e B -- bestHGT[ p hgt] .des· B && 
SpeciesTree.ctegre[besrHGTlcpt_hg J.source:81 -- 3) Tl 
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bestHGTlcpt hgt) .valide ~ 0; 
printf("\nhgt : useless~> HGT It%d : 1%2d--%2d) -> 1%2d--%2d) ",cpt_hgt, 
bestHG Icpt hgtl . source A,bestHG '1 cpt hgt) . source B, 






cpt hgt -~ nbHgtFound;
 

















SpeciesTree . LONGUEUR, Species' 'ree .ARETE, GeneTree. LONGUEUR, GeneTree .ARE'l'E) ; 
bestHGTlcpt_hgtl.criLLS aCrit.LS; 
bestHGTlcpt_hgtl .crit.RF = aCr't.RF; 
bestHGTlcpt hgtl .criLBD = ilCrit.BD; 
printf("\nRf = %d 1 LS = %1.2lf 1 B - H.2lf",bes HGT!ep hg I.cri .RF, 
bestHGT 1cpt_hgt 1. crit. LS, bes IICT 1c c_hgt 1.crit. aD); 
SpeciesTree.ADD = NULL; 
SpeciesTree.ARETE ~ NULL; 
copylnputTree(&SpeciesTree, Firs Tree2,0,0); 




bestHGTlcpt_hgt) .crit.rLS aCr't.LS; 
bestHGTlcpt_hgt) .crit.rRF - aCri' .RF; 
bestHGTlcpt hgtl .crit.rBD - aCrit.B ; 
printf("\nrRf' - %d 1 rLS ~ %1.2lf 1 rBD ~ %1.2lf",bestHGTlcp hgl.l.erit.rRF, 







cp _hgt -~ nbHgtFound;
 





if(bestHGTlcpt hgtl .val'de > 01 (
 
printf("\nhgt : HGT	 »%d : [%2d--1>2dl -> [%2d--%2d]",cpL ilgt, 
bestHGT[cpt hgtl . source A,be tHGTlcpt h 1.source B, 
bestHGTlcpt-hgtJ .dest A~bes_HGTlcpt hg '.des _BI;­
applyHGT2 (GeneTree .ADD, &SpeciesTree, best,lG'" lep _hg 1. so-ree,
 
bes HGT[ .pt_hg~l.destina ion);
 
computeCriterla ISpeciesTree .ADD, GeneTeee .ADD, Speciei.lTrec. ize, aCrit, 
SpeciesTree.LONGUEUR,SpeciesT:ee.ARETE,GeneTree.LONGU.U ,GeneTree.ARETE); 
printf{"\n\nCri erla values a-ter this step :");
 
printfl"\nRF - %d 1 LS ~ ~1.2lf 1 D - %l.21f\n",aCrit.RF,aCrit.LS, Cri .BD,aCrit.QD);
 
.l.r (fiI:st~-:) ( 
multicheckTablimcj .LS ~ aCrit.LS; 
multicheckTabllmcj .RF aCrit.RF; 



























DTGene,bina:reSpecles,b n eGene); 



















printf("\nhgt : multicheckTab[3] .nbHgtFound - ~a",mul t'chec:kTab[J) .nbHgUound);
 
printf("\nhgt : Looking for idling hgt");
 








printf("\nhgt : multicheckTablO] .m~'d : ",multicheck~abIO] .m); 
forli-l;i<-multlcheckTab[OI .m;i++1 (
 















else{/ /=-- ••__• __---==~=======:::;:~ ••_._••_ ..._-====_~=~_. Iiil _ 
/ /------~- RECHERCHE DE TRANSFERTS : scén rio uni.que - UN PAR TOUR ----- ­
//==========~_~~__••_•••••••__a======== .~-~~----= ....--­
in initial-li 
while(findBesLHGT(initial,SpeciesTreeRed,Gene'freeRed,param,&bes HGTRed[cpt_hg 11]) > 0) ( 
Cpt hgt +; 
expandBestHGT(bestHGTRedlcpt hgt],&bestHGT[cpt hgt] ,aMap,DTSpecies,SpeciesTree); 
bestHGT{cpt hgt} .trivial = 07 _. 
if{(cp hgt.-;-bes HGT[cp hgtj.source A bes HGT[cpt hgtl.dest Al Il 
ICPt-hgt,bestHGTlcpt-hg I.source-A bestHGTlcpt=:hgtJ .dest=BI Il 
Icpt-hgt,bestHGT[cpt-hgtl.source-B bestHGTlcp hgtl .dest A) Il 
Icpt-hgt,bestHGTIcpt-hgt1 .source-B bestHGTlcpt=:hgtl .desl=:B» ( 
bestHGTlcpt hgtl.tri~ial ~ 1; ­
bestHGT[cpt=hgtl . valide - TRIVIAL;
 
) 
lf! ibestHGT[cpt_hgtl . source_A ~ bes HGT[cpt_hg l.a st_A && 
SpeciesTree.degre[bestHGT(cpt hgtl .source Al -- 3) Il
 
Ibes HGT[cpt_hqt1 . source_A -~-b s HGT[cpt=hgtl .dest_B &&
 
SpeciesTree.degre{bestHGT[cpt hgtJ . source Al -= 3) Il
 
IbestHGT[cpt_hgtl .source_B ~=-bestHG' [cpt=hgt].dest_A &&
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SpeciesTree.degrelbestHGTlcpt hgtl .source BI -- 3) Il
 
(bestHGT(cpt hgtj .source B ==-bestHGT(cpt-hgtl .dest B &&
 
SpeciesTree.degrelbestHGT[cpt hgtl .source BI -- 31 TI
 
bestHGT(cpt_hgtl .valide = 0; - ­
continue; 
} 
bestHGTRed(i] .1istSource - NULL;
 











if(strcmp(param.version, "consol")--O) ( 
printf("\nHGT U%d %d--%d -> %d--%d",cpt hgt,bes HG' [~pt hg l .source A, 
bestHGT(cpt hgt) .source B,bes:HGT[Cp hg I.dest-A,bes HG'l"{cpt hgtl.dest B); 
printf("\nRF - Id, LS - %lf, BO- U' \n",aCrit.RF,aCdt.LS,aCd .. l,aCrit.QD);­
} 
lf(bestHGT(cpt hgtl.crlt.RF -- 0) break; 












free (aMap .mapl ; 











while( findBestHGT(initial,SpeciesTreeRed,GeneTreeRed,param,&bestHGTRed[cpt_hgt 111 > 01 [ 
cpt hgt++; 
expandBestHGT(bestHGTRedlcpt hgt},&bestHGTlcpt hgt),aMap,DTSpecies,SpeciesTreel; 
bestHGTlcpt hgtl .trivial - 07 ­
lf( (cpt hgr-;-be~LHGT[cpt hgtl.source A bestHGT[cp hg I.dest A) Il 
(CPt-hgt,bestHG'l'[cpt hgtl.source-A bestHGTlcp -hgtl.dest-S) Il
 
Icpt-hg ,bestHGT[cpt-hgtl .source-B bestHGTlcpt-hgtl.dest:::A) Il
 
(cpt-hgt,bestHGT[cpt-hg J .source-B best!!Gl [cp _hg:' .des ,_81) 1
 
bestHG [cpc hgt) .trivial - 1; -

bestHGTlcpt-hgtl .vallde - TRIVIAL;
 
) 
ifl (bestHGT[cpt hgt) .source A -- bestHGT[cpt hgtl .dest A && 
SpeciesTree.degre[bestHGTlcpt_hgtl .source:::Al ~ 3) Il
 
(bestHGTlcpt hgt) .source A == bestHGTlcpt hgt] .des B &&
 
SpeciesTree.degrelbestHGTlcpt_hgtl.source:::AI == 3) ïl
 
(bestHGTlcpt hgt] . source B .- bestHGTlcpt tlgtj .des A &&
 
SpeciesTree.degre[bes HGT cpt hgt) .SOUéce BJ -- 31 ïl
 




b€stHG'r[cpt hgtl.valide - 0;
 
if IsUcmp(param.version, "consol"l==O) {
 
printf("\nuseless=> HGT ff%d	 : I%Zd--%Zdl -> 1%2d--%Zdl ",cpt tlgt, 
bestHGTicpt hgtl .source A,b stHGT[CPl h :j .source B, 





bestHGTRed[i] .listDestination ~ NULL; 






SpeciesTree. LONGUEUR,SpeciesTree.ARETE,GeneTree. LONGUE UR,GeneTree.ARETEI; 
loadCriterialaCrit,&lbestHGT[cpt_hgt] Il; 
iflstrcmplparam.version, "consol"}~=O} 1 
prir;tfl"\nHGT U%d %d--%d -> %d--%d",cpt hg ,be tHCT[cpt hg~l.source A, 
bestHGT[cpt hgtj .source B,bestHGTlcp hgt]. esl A,bes iiGT[Cp- hgt) .dest Bi; 
printf("\nRf - %d,-LS ~ %lf, BD = %lf\n", crI .Rf, Cri-.LS,aCrit.B ,aCrit.QD};­
} 


















DTSpecies ~ Istruct DescTree'lrn-ll cl 12*S. oCies 'ree.size-2-SpeciesTree.kt+l)' ­

sizeo[(s ruct Desc~reel); 
RechercherBipartition(SpeciesTree.ARETE,Sp cicsTree.ADD,SpeciesTree.Root, 






















printf("\nhgt : for~atting the results"}; 
outHGT = (struct HG '}malloc(2*param.nbhgl*sizeof(slruct :lGT»); 







jf(nomorehgt =- 0) {
 




__~_=---=-======~====c===_===== ~======~// ••_•• • •• ._.__••• = 
































printf{"\nhgt : number of HGT(s) found - Id \nhgt : end of computation, 




C.4	 Fonction permettant la détection de plusieurs transferts indépendants par 
itérations 
II~ ·_··_·__~~~~~~~~ __-=__= __c~~~_••• .~=-~ ~~~~ •__••••----======~~~~~~--
11= Cette fonction détecte tous les transferts indépendants entre l'arbre d'espèces modifié et 
11= l'arbre de gène. Les résultats sont rangés dans le tableau de HG'J' "aHG'J'''. 
/ / =========::;:==,...._--••••======-===~====---_.._--~ 
int findBestHG'J'tablstruct Input'J'ree Species'J'ree,struct Input'J'ree GeneTree,struct Parameters 
param,struct HG'J' *aHG'J', int *nbHgtFound,int *initial,int bootstrap) ( 
struct Input'J'ree tmp'J'ree; 
struct Input'J'ree tmp'J'ree2; 
int i,j,k,l, first=l,ret=Ottrouve; 
int size = SpeciesTree.size; 
int ktSpecies;
 
struct CRITERIA aCrit,aCritRef,aCritRef2,aCrit tmp'J'ree2;
 
struct DescTree 




(*nbHgtFound) = 0; 
printfl"\n\n== NEW S'J'EP OF DETEC'J':ON [size of the rees lafter 
reduction)=%dl",SpeciesTree.size); 
/ /~=:IC:=::::O_._ ••_••_ ••__=::::'=====-=-"C.===-- ••• 
II~ Initialisation de variables contenant les valeurs des 










computeCrlteria ISpecies'J'ree.ADD,Gene'J'ree.ADD,size, &aC_ it,SpeciesTree.LONGUSUR,
 
Species'J'ree.ARETE,Gene'J'ree. ONGUSUR,GeneTree.ARE '~); 
computeCri ter ia 1Species'J'ree. ADD, Gene7>:cee. ADD, s' ze, &aC~itRef, Species ree. LONGUEV;l, 
Species'J'ree.ARETE, Gene ·ree.LONGUEUR,Gene'J'ree.ARETE); 
computeCriteria (SpeciesTree.ADD,Gene'J'ree.ADD,size, &aCr i Ref2,SpeciesTree.LONGUEUR, 
Species'J'ree. METE, Gene"ree. LONGUEUR, GeneTree. ARETE) ; 
loadCriteria(aCrit,&aHGT{OJ ); 
DTGene = (st>:cuct DescTree*lmallocI12*GeneTree.size-2-GeneTree.kt+l)'sizeof(struct DescTree); 
RechercherBipartition(Gene'J'ree.ARETE,Gene'J'ree.ADD,Gene'J'ree.Root,GeneTree.Adjacence, 
DTGene,GeneTree.size,GeneTree.kt); 
DTSpecles = (struct DescTree*)ma loe«2*Species ree.size-2-Speci sTree.k .1' 
sizeof(s ruet Desc cee»); 
RechercherBipartitionISpeciesTree.ARETE,SpeciesTree.ADD,SpeciesTree.Root, 
SpeciesTree.Adjacence,DTSpecies,Spe~iesTree.size,SpeciesTree.kt); 
int flag2 = 1; 
int flagJ; 
int initia13-1; 
//s__•	 ._._=============== ••~============~ 
11- Début de la détection 
/ /	 ._. =z:c:===_....=== • .a.=.==.=-=--..:-:.=='"" 
dol 
for(i-l;i<2*size-J-Species re .kc;i++) 
forlj·i 1;j<2*size-J-SpeciesTree.kt;j++) { 
Il ------ ­
/1- ~valution du tr nsfert entre la branche i e la branche 
11 -----~~-~~--•• 
ouve 0; 
iflisAValidHGTISpeciesTree,i,j)--l && i!=j ) { 
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copylnputTree(&tmpTree,SpeciesTree,O,O): 

















if (strcmp(param.criterion, "15") == 0) 
AdjustBranchLengthl&tmpTree,GeneT~ee,O,ll; 






if«(aCritRef.RF-aCrit.RF) == 1) && ("ni i 1- 1) && (
 
(SpeciesTree.ARETEIZ*i-ll Species 'ree.ARE EIZ'j-l11 Il
 









aHGT( l'nbHgtFound) J . source_A • Spec·es~ree.A ~TEI2'i-l);
 
aHGTI l*nbHgtFound) J .source_B ~ Species~ree.AR~TEI2·i-2J;
 
aHGTI (*nbHgtFound) l.des~ A • SpeciesTree.ARETE(2·'j-l);
 
aHG'r[ (*nbHgtround) l.des .~) = SpeciesTree.ARETE[2'j-21;
 





else ifl (*initial==OI && Iiflag3 == 1) Il (in1 laD == 01 1) {
 
ifITestCriterionAndUpdatel&flrs~,param.cri erion,aCril, 
& HGTf(*nbHgtFound»),i,j,O,O) -, 1)( 
aHGT{ (*nbHgtround)) . source A = SpeciesTree.ARETF.12-i-]!: 
aHGT[ (*nbHgtround») .source-B = SpeciesTree.ARETEI2·i-2}: 
aHGT[ (*nbHgtround») .dest A-~ SpeciesTree.ARETEI2'j-l]; 
aHGT[ l*nbHgttound)) .dest-B = SpeciesTree.ARETEI2'j-2}; 
findListSpeciesl&aHGT[ l*nbHgttound) },DTSpecies,SpeciesTree); 
trouve=l; 
//~=================~.---_.----~== 
11- Évaluation du transfert inverse 
II~~======----------------=·~=====---=== 
iflisAVal1dHGTISpeciesTree,j,i)=-1 && i!-j 1( 
copylnpu Tree(&tmpTree2,tmpTree,0,0); 
copylnputTree(&tmpTree,SpeciesTree,O,OI: 
if(st~ pipa a .subtree, "yes"l == 0) 1 
ifITestSubTreeConstraint(SpeciesTree,j,i,DTSpecies,DTGene) 0) 1 
continue; 
tmpTree.ADD - ULL; 







if(strcmp(param.criterion,"ls") =~ 0) 
AdjustBranchLengthl&tmpTree,GeneTree, 0, 1); 
cornputeCriteria(tmpTree.ADD,GeneTree.ADD,size,&aCrit,trnpTroc.LONGUEUR, 
tmpTree.ARETE,GeneTree.LONGUEUR,GeneTree.ARETE); 
ifltmpTree2.ADD ~= NULL) ( 
aCrlt tmpTree2.Rt = (inti INFINI; 
) 
else( 
computeCriteria ItmpTree.ADD,tmpTree2.ADD, size,&aCri LmpTree2, 
tmpTree.LONGUEUR,tmp 'ree.ARETE,tmp re~2.LONGUEUR, mp ce ?.A.RE"E); 
} 
int flag=O; 
fi rS t=1; 
int flag bootstrap ~ 0; 
if Itrouv~~~O) 
loadCr i teria 1aCr itRe f, &aHGT ( 1*nbHgt!:'oundl 1) ; 
else{ 
if((bootstrap ~~ l)&&(aCri tmpTree2.Rt ~~ O}&&
 






aHGTI l*nbHgttoundl 1 .crit.do :' bd = 
-f bslaCrit.BD - aHGT( l*nbHgtFoundl l.crit.BDI; 
ifl(flag2 ~~ 1) && (fabslaCrü.BD - aHG li·nbHgttoundll.crit.Bll) <~ II{ 
if( laHG 1l*nbHgtfoundl l.crit.Rt - aCr t.Rtl >= 1 ) ( 
trouve· 0; 






if (flag !~ 1) ( 
if(((aCritRef.Rf-aCrit.Rf) =~ 1) && (·initial-.l) && 1
 
(SpeciesTree. ARETE [2' i -11 SpeciesTree. ARETE [2*j -1 J) 11
 







if ((flag bootstrap -- 1) && (rand bo strap ~~ III (
 
UpdateCri erion(&first,param.cri erion, Cr't,
 
&aHGT[(*nbHgtfound) I,j,i,f ag_bootstrap); 
aHGT( (*nbHgtround) l .source A ~ SpeciesTree.ARETE(2*j-ll; 
aHGTI l'nbHgtfoundl ) .so'rce-B = SpeciesTree.AR8TE(2*j-21; 
aHGTI ('nbHgtfoundl ) .dest_A-. SpeciesTree.ARETEI2'i-ll; 
aHGT( (*nbHgtrou~dl ) .dest B peciesTree.AR TE[2'i-21; 




else if( ((*initiai-·O) && ((flag3 = 2) Il (ini ia13 ~~ 0))) Il
 




&aHGTI ('nbHgtfoundl J, j, i, flag, flag bootstrapl 1) ( 
aHGT( (OnbHgtFoundl] .source A = SpeciesTEee.ARETEI2°j-11;­
aHG'fl (*nbHgtFoundl] .so' rce-B Species'l'ree.ARETE(2*j-21; 
aHGT[ l*nbHg oundl J .dest A-. Spec'esTree.ARETE(2'i-11; 
a'iGT 1("nbHgtFound) ] .dest- 6 = SpeciesTree .ARETI: (2' i -2 j ; 
findLis Species(&aHGTI ('nbHgtFoUnd)] ,DfSpecies,SpeciesTree); 
t::-ou'Ie=l; 
iE (trouve 1) ( 
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1*nbHgtFoundl ++; 
encore = 0; 




encore = 1; 
if ( 1*nbHgt Found 0) && (initia13==ll && l*initial~~O) 1( 
initial] ~ 0; 
flag2=1 ; 
encore ~ 1; 




encore = 1; 
f1ag2~1 ; 
} 
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Optimisation de l'algorithme de détection des transferts de gènes complets (en temps 
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Abstract. ln this article we describe a new method allowing one to predict and 
visualize possible horizontal gene transfer evenlS. Il relies eilher on a melric or 
topological optimization to estimate the probability of a hori7.0nlal gene transfer 
between any pair of edges in a species phylogeny. Species classification will he 
examined in the framework of the complete and partial gene transfer models. 
1 Introduction 
Species evolution has long been modeled using only phylogenetic trees, where 
each species has a unique most reccnt anccstor and other interspecics rela­
tion~hip~, such as those caused by horizontal gene transfers (HGT) or hy­
bridization, cannat be represented (Legendre and Makarenkov (2002)). HGT 
is a direct transfer of genetic material from one lineage to another. Bacte­
ria and Archaea have sophisticat.ed mechanisms fol' the acquisition of new 
genes through HGT, which may have been favored by natural selection as 
a more rapid mechanism of adaptation than the a1teration of gene func­
tions through numerous mutations (Doolittlc (1999)). Severa] attempt.s to 
use network-based models to depict horizontal gene transfers can be found 
(see for example: Page (1994) or Charleston (1998)). Mirkin et al (1995) put 
forward a tree reconciliation method that combines different gene trees into 
a unique species phylogeny. Page and Charleston (1998) described a set of 
evolutionary filles that should be taken into account in HGT models. Tsirigos 
and Rigoutsos (2005) introduced a novel method for identifying horizontal 
transfers that relies on a gene's nucleot.ide composition and obviates the need 
for knowledge of codon boundaries. Lake and Rivera (2004) showed that the 
dynamic deletions and insertions of genes that occur during genome evolu­
tion, including those introduced by HGT, may be modeled using techniques 
similar to those used to model nucleotide substitutions (e.g. general Markov 
models). Moret et al (2004) presented an overview of the network modeling 
in phylogenetics. In this paper we continue the work ~tarted in Makarenkov 
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et al (2004), where we described an HGT detection algorithm based on the 
least-squares optimization. To design a detection algorithm which is math­
ematically and biologically sound we will consider two possible approaches 
allowing for complete and partial gene transfer scenarios. 
2 Two different ways of transferring genes 
Two HGT models are considered in this study. The first model, assumes par­
tial gene transfer. In such a model, the original species phylogeny is trans­
formed into a connected and directed network where a pair of species can 
be linked by several paths (Figure la). The second model assumes complete 
transfer; the species phylogenetic tree is gradually transformed into the gene 
tree by adding ta it an HGT in each step. During this transformation, only 
tree structures are considered and modified (Figure lb). 
Rao! 
C D 
Panial Transler \ Complete T,.osle' 
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C D A C D 
Fig. 1. Two evolutionary models, assuming that either a partial (a) or complete (b) 
HGT has taken place. ln the first case, only a part of the gene is incorporated into 
the recipient genome and the tree is transformed into a directed network, whereas 
in the second, the entire donor gene is acquired by the hast genome and the species 
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Complete gene transfer model 
In this section we discuss the main features of the HGT detection algorithm 
in the fTamework of the complete gene transfer mode!. This model assumes 
that the entire transferred gene is acquired by the host (Figures] b). If the 
homologous gene was present in the hast genome, the transferred gene can 
supplant il. Two optimization criteria will be considered. The first of them 
is the least-squares (LS) function Q: 
(1 ) 
where d(i,j) is the pairwise distance bctwcen the leaves i and j in the species 
phylop;enetic tree T and <5(i,j) the pairwise distance between i and j in the 
gene tree Tl. The second criterion that can be useful to assess the incongru­
ence between the species and gene phylogenies is the Robinson and Foulds 
(RF) topological distance (1981). ""hen the RF distance is considered, we 
can use it as an optimization criterion as follows: AIl possible transforma­
tions (Figure lb) of the species tree, consistinp; of transferring one of its sub­
trees from one edge to another, are evaluated in a way that the RF distance 
between the transformed species tree T' and the gene tree TI is computed. 
The subtree transfer providing the minimum of the RF distance betwecn T' 
and TI is retained as a solution. Note that the problem asking to find the 
minimum number of subtrcc transfer operations necessary to transform one 
tree inta another has been shown to be NP-hard but approximable to within 




Fig. 2. Timing constrainl: lhe lransfer belween lhe edges (z,w) and (x,y) of lhe 
species tree T can be allowed if and only if lhe c1usler regrouping bolh affecled 
subtrees is present in the gene tree TI. 
Several biological l'ules have to be considered in order to synchronize the 
way of evolution within a species phylogeny (Page and Charleston (1998)). 
For instance, transfers between the species of the same lineage must be pro­
hibited. In addition, our algorithm relies on the following timing constraint: 
The cJuster combining the subtrees rooted by the vertices y and w must be 
present in the gene tree TI in order ta allow an HGT between the edges 
(z,w) and (x,y) of the species tree T (Figure 2). Such a constraint enables us, 
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first, to arrange the topological conRicts betwccn T and Tl that are duc to 
the transfers between single species or their close ancestors and, second, to 
identify the transfers that have occurred deeper in the phylogeny. The main 
steps of the RGT detection algorithm are the following: 
Step O. This step consists of inferring the species and gene phylogenies de­
noted respectively T and TI and labclcd according to the samc set X of n 
taxa (e.g. species). Both species and gene trees should be explicitly rooted. 
Tf the topologies of T and TI are identical, we conclllde that RGTs are not 
required to explain the data. If not, either the rtF difference between them 
can be used as a phylogeny transformation index, or the gene tree TI can be 
mapped into the species tree T fitting by least-squares the edge lengths of T 
to the pairwise distances in TI (see Makarenkov and Leclerc (1999)). 
Step 1. The goal of this step is to obtain an ordered list Lof all possible gene 
transfer connections between pairs of edges in T. This list will comprise all 
differcnt directed connections (i.e. RGTs) between pairs of edges in T except 
the connections between adjacent cdges and those violating the evolutionary 
constraints. Each entry of Lis associated with the vallle of the gain in fit, 
computed using either LS function or RF distance, found after the addition 
of the corrcsponding RGT connection. The computation of the ordered list 
L requires O(n4 ) operations for a phylogenetic trec with n lcaves. The first 
entry of L is then added to the species trce T. 
Steps 2 ... k. In the step k, a ncw trcc topology is examincd to determine 
the next transfer by computing the ordered list L of ail possible RGTs. The 
procedure stops when the RF distance equaJs 0 or the LS coefficient stops de­
creasing (ideally dropping to 0). Such a procedure requires O(kn4 ) operations 
to add k RGT edges to a phylogenetic tree with n leaves. 
4 Partial gene transfer model 
The partial gene transfer model is more general, but also more complex and 
challenging. It presumes that only a part of the transferred gene has been 
acquired hy the host genome through the process of homologous recombi­
nation. Mathematically, this means that the traditional species phylogenetic 
tree is transformed into a directed evolutionary network (Figure la). Figure 
3 illustrates the case where the evolutionary distance between the taxa i and 
j may change after the addition of the edge (b,a) representing a partial gene 
transfer from b to a. 
From a hiological point of view, it is relevant to consider that the RGT 
From b to a can affect the distance between the taxa i and j if and only if a 
is located on the path between i and the root of the tree; the position of j 
is assllmed to be fixed. Thus, in the network T (Figure 3) the evollltionary 
distance dist(i,j) between the taxa i and j can be computed as follows: 
dist(i,j) = (l-J.t)d(i,j) +J.t(d(i,a) +d(j,b)), (2) 
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where J1. indicates the fraction (unknown in advance) of the gene being trans­
ferred and d is the distance between the vertice~ in T before the addition of the 
HGT edge (b,a). A number of biological rules, not discussed here due to the 
space limitation, have to be incorporated into this model (see Makarenkov 




Fig. 3. Evolutionary distance between the taxa i and j can be affected by the 
addition of the edge (b,a) representing a partial HGT between the edges (z,w) and 
(x,y). Evolutionary distance between the taxa i, and j cannot be affected by the 
addition of (b,a). 
Step O. This step corresponds to Step 0 denned for the complete gene trans­
fer model. It consists of inferring the species and gene phylogenies denoted 
respectively T and TI. Because the c1assical RF distance is denned only for 
tree topologies, we use the L8 optimi7,ation when modeling partial HGT. 
Step 1. Assume that a partial HGT between the edges (z,w) and (x,y) (Fig­
ure 3) of the species tree T has taken place. The Jengths of ail edges in T 
should be reassessed after the addition of (b,a), whereas the length of (b,a) is 
assumed to be O. To reassess the edge lengths of T, we have first to make an 
assumption about the value of the pa.rameter J1. (Equation 2) indicating the 
gene fraction being transferred. This paramNer can be estimated either by 
comparing sequence data corresponding to the subtrees rooted by the ver­
tices y and w or by testing different values of J1. in the optimi7,ation problem. 
Fixing this parameter, we reduee to a linear system the system of equations 
establishing the correspondence between the experimental gene distances and 
the path-Iength distances in the HGT network. This system having generally 
more variables (i.e. edge lengths of T) than equations (i.e. pairwise distances 
in T; number of equations is always n(n-1)/2 for n taxa) can be solved by 
approximation in the least-squares sense. Ail pairs of edges in T can be pro­
cessed in this way. The HGT connection providing the smallest value of the 
L8 coefficient and satisfying the evolutionary constraints will be selected for 
the addition to the tree T transforming it into a phylogenetic network. 
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Steps 2 ... k. In the same way, the best second, third and other HGT edges 
can be added to T, improving in each step the LS fit of the gene distance. The 
whole procedure requires O(kn5 ) operations to build a reticulated network 
with k HGT edges starting from a species phylogenetic trce with n leaves. 
5 Detecting horizontal transfers of PheRS synthetase 
In this section, we examine the evol ution of the PhcRS protein sequences for 
32 species including 24 Bacteria, 6 Archaea, and 2 Eukarya (see Woese et al 
(2000)). The PheRS phylogenetic tree inferred with PHYML (Guindon and 































H. sapJens ] Eukarya 
A. fulgJdus ] Arc!l8eaM. thermoaulotrophicum 
Fig. 4. Phylogenetic tree of PheRS sequences (i.e. gene tree). Protein sequences 
with 171 bases were considered. l300lSlrap scores above 60% are indicaled. 
This tree is slightly different From the phylogeny obtained by Woese et 
al (2000, Fig. 2); the biggest difference involves the presence of a new clus­
ter formed by two Eukarya (H. sapiens and S. cerevisiae) and two Archaea 
(A. fulgidus and M. thermoautotmphicum). This 4-spccies cluster with a low 
bootstrap support is probably due to the reconstruction artifacts. Otherwise, 
this tree shows the canonical pattern, the only exception being the spirochete 
PheRSs (Le. B. bugdorferi and T. pallidum). They are of the arcbaeal, not 
the bacterial genre, bUl seem to be specifically related to P. homkoshii within 
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that grouping (Figure 4). The species tree corresponding to the NCBI taxo­
nomic classification was also inferred (Figure 5, undirected lines). The com­
putation of HGTs was done in the framework of the complete gene transfer 
mode!. The five transfers with the biggest bootstrap scores arc represented. 
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Fig. 5. Specie.~ phylogeny corresponding to the NeBl taxonomy for the 32 species in 
F'igure 4. HCTs with bootstrap scores ahove 60% are depicted by arrows. Numbers 
on the HCT edges indicate their order of appearance in the transfer scenario. 
The bootstrap scores for HGT edges were found fixing the topology of the 
species tree and resampling the PheRS sequences used to obtain the gene tree. 
The transfer number l, having the biggest bootstrap support, 88%, links P. 
horokoshii to the clade of spirochetes. This bootstrap score is the biggest one 
that could be obtained for this HGT, taking into account the identical 88% 
score of the corresponding 3-species cluster in the PheRS phylogeny (Figure 
4). In total, 14 HGTs, including 5 trivial connections, were found; trivial 
transfers occur between the adjacent edges. Trivial HGTs arc neccssary to 
transform a non-binary tree into a binary one. The non-trivial I-1GTs with low 
bootstrap score are most probably due to the tree reconstruction artifacts. 
For instance, two HGT connections (not shown in Figure 5) linking the cluster 
of Eukarya to the Archaea (A. fulgidus and M. thermoautotrophicum) have 
a low bootstrap support (16% and 32%, rcspcctively). In this cxample, the 
solution found with the RF distance \Vas represented. The usage of the L8 
function leads to the identical scenario differing from that shown in Figure 5 
only by the bootstrap scores found for the HGT edges 3 to 5. 
6 Conclusion 
We described a new distance-based algorithm for the detection and visual­
ization of HGT events. It exploits the discrepancies between the species and 
gene phylogenies either to map the gene tree into the speeies tree by least­
squares or to compute a topological distance between them and then estimate 
----~---
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the probabilitl' of HGT between cach pair of edges of the spccics phl'logenl'. 
In this studl' we considered the complete and partial gene transfer models, 
impll'ing at cach step either the transformation of a species phl'logenl' into 
another tree or its transformation into a network structure. The examplcs of 
the evolution of the PheRS Sl'nthetase considered in the application section 
showed that the new aJgorithm can be uscflll for predicting HGT in real data. 
In the future, it wOllld be interesting to extend and test this procedure in 
the framework of the maximum likelihood and maximum parsimonl' models. 
The program implementing the new aJgorithm was inclllded to the T-Rex 
package (Makarenkov (2001), http://www.trex.lIqam.ca). 
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1. Introduction 
L'évolution des bactériophages, qui sont des virus infectant les bactéries et les Archaea, est 
complexe à cause des mécanismes d'évolution réticulée comprenant le transfert horizontal de 
gènes (THO) et la recombinaison génétique, Une représentation phylogénétique sous forme de 
réseau est donc nécessaire pour interpréter l'histoire d'évolution des bactériophages [9]. Par 
ailleurs, la classification de ces micro-organismes présente intrinsèquement d'autres difficultés 
dues, d'une part, à la non-conservation de gènes au cours de leur évolution, et d'autre part, à 
l'hétérogénéité de leurs génomes. 
Malgré leur abondance dans la biosphère [6], la classification des bactériophages n'est pas 
encore complètement établie. II y a encore beaucoup de possibilités de l'affiner. Dans cet article, 
nous présentons une plate-forme d'inférence phylogénétique servant à tester les hypothèses sur 
l'évolution des phages, notamment: a) la reconstruction de l'arbre phylogénétique (i.e. 
classification) d'espèces de bactériophages, b) la détection et la validation des transferts 
horizontaux de gènes qui caractérisent leur évolution. 
2. Méthodologie 
Notre plate-forme d'inférence phylogénétique prend en entrée des données de séquences de 
protéines et retourne en sortie un arbre phylogénétique d'espèces reflétant l'histoire d'évolution 
des génomes des bactériophages ainsi que des arbres de gènes (i.e. des protéines) individuels 
représentant l'évolution de chacun des gènes considérés. Les différentes statistiques concernant 
les transferts horizontaux de gènes sont aussi rapportées (voir Figure 1). La méthodologie sous­
jacente consiste en trois étapes: préparation de données extraites de la base de données 
OenBank de NCBl, inférence des arbres d'espèces et de gènes, et détection des THO. 
En date de juillet 2006, nous avons recensé sur le site de NCBI, tout en s'assurant de la 
validité des références sur le site de lCTV (site ayant autorité officielle sur la taxonomie des 
virus), 163 génomes complets de bactériophages issus de 9 familles différentes dont une avec 
des annotations partielles (unclassifled). Les données de séquences de protéines ont été extraites 
de la banque de données GenBank, en palticulier, celles relatives aux VOG - Viral Orthologous 
Groups [1]. Les VOG sont des regroupements prédéfinis de protéines classés selon la fonction 
protéique à laquelle ils sont associés. Un VOG peut comprendre des séquences de plusieurs 
espèces différentes. Dans cette étude, 602 regroupements de VOG ont été considérés. L'étude 
phylogénétique des phages présente un défi double à cause de la grande variabilité à la fois dans 
la composition génétique et dans la taille des génomes. Le premier défi découle de la grande 
divergence des séquences de protéines [13]. Le second défi est dû aux tailles de génomes très 
variables, qui est d'ordre 2 de magnitude (le nombre de gènes codant en protéines varie de 8 à 
381), en comparaison aux procaryotes (de -400 à -7000 gènes) ou aux eucaryotes (de -4 000 à 
-60 000), qui sont d'ordre 1 de magnitude [9]. Bien que la meilleure façon de normaliser les 
génomes de ces micro-organismes en vue d'inférer leur histoire d'évolution reste un débat 
ouvert [12], la tendance actuelle est de combiner l'étude d'évolution du contenu de gènes et 
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l'analyse des alignements de chacune des protéines qui se retrouvent dans les génomes de 
plusieurs phages [9]. Les regroupements des protéines orthologues apportent des données 
nécessaires pour résoudre la première partie du problème. Reste à trouver le moyen de 
normaliser correctement. 
Le point de départ de notre analyse consiste à estimer les distances entre génomes complets 
des espèces étudiées. Nous commençons par la construction d'une matrice binaire de présence et 
d'absence de gènes chez les espèces étudiées. Dans le cas des bactériophages cette matrice 
comprend 163 lignes (i.e. nombre d'espèces) et 602 colonnes (i.e. nombre de regroupements 
VOG) contenant des' l' (présence du gène dans le regroupement) et des '0' (absence du gène). 
Une matrice symétrique de distances inter-génomiques est ensuite calculée. Plusieurs types de 
distances ont été récemment utilisés pour mesurer la distance entre les génomes: le coefficient 
de corrélation standard [5], le coefficient de Jaccard [5], le coefficient de Maryland Bridge [12] 
et la Moyenne Pondérée [3]. Nous avons testé ces différents coefficients. Les résultats obtenus 
étaient très semblables, compte tenu qu'il n'y ait pas d'ordre a priori dans les regroupements 
VOG (les diITérences apparaissent seulement au niveau des décimaux). 
La matrice de dissimilarité entre les espèces sert ensuite à reconstruire, via l'algorithme 
Neighbor Joining (NJ) [14], l'arbre phylogénétique d'espèces. Parallèlement à l'algorithme NJ 
utilisant les distances inter-génomiques, l'approche d'inférence bayésienne, en utilisant le 
logiciel MrBayes [7], a été examinée. L'avantage de l'approche bayésienne est qu'elle peut 
traiter directement des caractères morphologiques '0' et 'l' sans passer par le calcul de la 
matrice de distance. Elle suppose une distribution a posteriori des topologies d'arbres et utilise 
les méthodes Markov Chain Monte Carlo (MCMe), pour rechercher dans l'espace d'arbres et 
inférer la distributipn a posteriori des topologies. 
Pour chacune des deux approches, la validation statistique des topologies d'arbres obtenues a 
été effectuée. Dans le cas de l'algorithme NJ, le bootstrap a été utilisé: a) les données ont été 
aléatoirement échantillonnées avec remplacements afin de créer de multiple pseudo-données à 
partir des données d'origine: la matrice binaire d'espèces a été dupliquée en utilisant le 
programme SeqBoot (inclus dans le package PHYLIP [4]) en 100 copies; b) avec les copies des 
matrices binaires, 100 matrices inter-génomiques ont été d'abord calculées, puis servies à 
reconstruire les arbres d'espèces avec NJ ; c) l'arbre de consensus suivant la règlc de majorité 
étendue (~50%) a été généré par le logiciel Consens (inclus dans PHYLIP [4]). Dans le cas de 
MrBayes,2 millions de générations échantillonnées à toutes les 100 générations, avec 4 chaînes 
et 2 exécutions indépendantes ont été générées, créant ainsi 20 000 arbres. Un arbre de 
consensus a été produit à partir des) 00 derniers arbres (burning= 19 900) représentant 10 000 
générations stationnaires. Les scores des branches représentent les probabilités a posteriori 
calculées à partir du consensus. En ce qui concerne l'inférence des arbres de gènes, ClustalW 
[15] a été utilisé pour aligner les séquences appartenant à chacun des 602 VOG. Comme dans le 
cas de J'arbre d'espèces, NJ et MrBayes ont été appliqués pour reconstruire les arbres de gènes: 
NJ utilise en entrée les matrices de distances, alors que MrBayes infère l'arbre directement à 
partir des séquences alignées. Les arbres phylogénétiques d'espèces inférés par NJ et MrBayes 
ont été très semblables. Toutefois, les scores de probabilités a posteriori fournis par MrBayes 
ont été généralement plus élevés (voir Figure 1) que les scores de bootstrap de NJ. Pour ces 
données donc l'approche bayésienne se montre plus efficace que celle basée sur les distances. 
De ce fait, l'approche bayésienne a été retenue pour la suite de nos travaux. 
Finalement, la détection des THG a été effectuée, en utilisant le programme HGT Detection 
du package T-Rex [10], suivant la méthode de réconciliation topologique entre l'arbre de gènes 
et l'arbre d'espèces [Il]. HGT Detection (voir le site www.trex.uqam.ca) prend en entrée un 
arbre d'espèces et un arbre de gènes pour le même ensemble espèces. Les THG sont ainsi 
calculés, en indiquant en sortie l'origine et la destination pour chacun des transferts inférés. 
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Figure 1 : Arbre phylogénétique d'espèces inféré par i\1rBayes 171 ; 12 des 22 groupes (représentés par des 
cercles) identifiés correspondent aux taxonomies de NCBI/ICTV. Pour chaque groupe, 1 (In) signifie le 
nombre de THG entrant dans le groupe, 0 (Ollt) le nombre de THG sortant du groupe et W (Witlrin) le 
nombre de THG à l'intérieur de ce groupe. 
3. Résultats et discussion 
Figure 1 montre l'arbre phylogénétique de bactériophages ainsi que les différentes 
statistiques obtenues. De manière générale, l'arbre phylogénétique d'espèces, montrant un effet 
de chaîne, incorpore un grand nom bre de signaux phylogénétiques capturés: au total, 122 
phages, c-à-d 75% des génomes étudiés, ont été classés dans 22 groupes avec des scores de 
probabilités a posteriori supérieur à 55%. Ces groupes robustes contiennent entre 3 et 10 
phages, avec une taille moyenne de clades de 6 espèces. Plusieurs familles d'espèces, 12 sur 22 
groupes, référencées par NCBlIICTV ont été retrouvées par notre analyse: Siphoviridae 
(groupes 1,2,6,8,9,10,13,22), Podoviridae (groupes 14,20,21) et Myoviridae (groupe 4). 
Au niveau des transferts, nous avons calculé les statistiques globales des THO intra (Wilhin) 
et inter (In/Out) groupes. Plusieurs points sont remarquables: a) les groupes 2 à 6, 12 à 16, 18, 
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21 et 22 ont le nombre de transferts intra-groupes supérieur à ceux d'inter-groupes, alors que le 
reste des groupes a une tendance inverse, à l'exception cependant du groupe Il qui ne donne ni 
reçoit de transferts, et des groupes 9 et 10 qui n'ont pas de transferts intra-groupes; b) les 
groupes 1,2,5,7,12,13,15,17 et 22 en donnent plus qu'ils en reçoivent, et inversement pour 
le reste; c) les groupes qui en donnent beaucoup plus que la moyenne (informations non 
représentées sur la figure) sont les suivants: le groupe 1 au groupe 8 (23 transferts), le groupe 
17 au groupe 20 ( 17 transferts) et le groupe 20 au groupe 17 ( 11 transferts). Les transferts entre 
les espèces hors groupes n'ont pas été comptabilisés dans cette étude. 
Dans le futur proche, nous proposons de compléter cette analyse de l'évolution des 
bactériophages par une étape supplémentaire. Cette étape consistera à reconstruire les séquences 
de gènes ancestraux, en utilisant la méthode exposée dans [2], pour chacun des 602 VOG. Cette 
analyse permettra de déterminer le début de l'histoire évolutive de la fonction protéique associée 
au VOG en question. Une bonne reconstruction de la séquence protéique ancestrale peut nous 
aider dans différentes études telles que l'adaptation, le changement de comportement, la 
divergence fonctionnelle, etc. [8]. 
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1 Introduction 
Le transfert horizontal de gènes (THG) est un transfert direct du matériel génétique d'une lignée d'un 
arbre phylogénétique (i.e. arbre additif ou X-arbre [1)) à une autre. Les bactéries et les archéobactéries 
possèdent des mécanismes sophistiqués qui leur permettent d'acquérir les nouveaux gènes au moyen 
d'un transfert horizontal. Les trois principaux mécanismes permettant aux espèces de s'échanger des 
gènes sont la transformation, consistant en l'acquisition de l'ADN directement de l'environnement, la 
conjugaison, impliquant des plasmides et transposons conjugaux, et la transduction, consistant en des 
transferts horizontaux par phage [3]. 
Il existe trois approches pour identifier les gènes qui ont subis des transferts horizontaux. La 
première consiste à examiner le génome de l'espèce hôte pour voir s'il contient des gènes ayant le 
contenu en GC ou des motifs de codon atypiques [7]. La deuxième approche consiste à vérifier si le 
gène étudié, ou sa partie, est présent dans un organisme et absent dans tous les organismes proches. 
Dans ce cas, il est beaucoup plus probable que ce gène a été introduit dans cet organisme par le THG 
plutôt que perdu par tous les autres organismes. La troisième approche procède par une comparaison 
d'un arbre phylogénétique inféré à la base des caractéristiques morphologiques ou à partir d'un gène qui 
est supposée être résistant aux transferts horizontaux (e.g. souvent on considère 16S rARN ou 23S 
rARN) et d'un arbre phylogénétique obtenu à partir de la séquence du gène étudié. Le conflit 
topologique entre ces deux arbres, qui sont appelés respectivement arbre d'espèces et arbre de gène, 
pourrait être expliqué par les transferts horizontaux. Plusieurs algorithmes permettant d'exploiter les 
différences topologiques entre les arbres d'espèces et de gène ont été proposés. Mentionnons ici 
l'algorithme de détection des THG de Hallett et Lagergren [4] qui inscrit des arbres de gène dans un 
arbre d'espèces et l'algorithme permettant d'identifier simultanément des duplications de gènes, des 
pertes de gènes, ainsi que des transferts horizontaux de Mirkin et al. [10]. L'arlicle de Moret et al. [II] 
fait un survol des méthodes utilisées pour détecter des THG de même que d'autres phénomènes 
d'évolution réticulée. Dans cet article nous décrivons un algorithme polynomial permettant de détecter 
des THG en utilisant 3 critères d'optimisation différents: les moindres-carrés (MC), la distance 
topologique de Robinson et Foulds (RF), et la dissimilarité de bipartition. Notons que l'algorithme basé 
sur les critères MC et RF est celui introduit dans l'article de Makarenkov et al. [9]. La dissimilarité de 
bipartition sera définie et certaines de ses propriétés seront introduites dans la section suivante. 
Finalement, les résultats des simulations Monte Carlo effectuées pour comparer les trois critères 
d'optimisation seront présentés et discutés. 
2 Dissimilarité de bipartition et stratégies pour la détection des transferts horizontaux 
2.1 Dissimilarité de bipartition et autres critères d'optimisation 
L'algorithme de détection des THG présenté en détail dans [9] procède par une réconciliation 
progressive des arbres d'espèces et de gène définis sur le même ensemble de feuilles représentant les 
espèces étudiées. Ces arbres sont notés T et T', respectivemenl Sans perte de généralité nous supposons 
que les deux arbres sont binaires. À chaque pas de l'algorithme toutes les paires d'arêtes dans T sont 
testées pour vérifier l'hypothèse qu'un transfert horizontal a eu lieu entre elles. Plus précisément, nous 
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recherchons le nombre mInimum de déplacements de sous-arbres de l'arbre T permettant de le 
transfonner en arbre T'. Évidemment, plusieurs règles d'évolution doivent être incorporées dans le 
modèle pour le rendre plausible du point de vue biologique. Par exemple, les transfelts entre les arêtes 
appartenant à la même lignée doivent être interdits (voir [8] ou [12] pour plus de détails sur les règles 
biologiques). Remarquons que le problème de recherche du nombre minimum d'opérations de transferts 
des sous-arbres nécessaire pour transfonner un arbre en un autre a été montré NP-complet (i.e. Sub-tree 
transfer problem. Hein et al. [5]). 
Dans ce papier nous présentons 3 critères d'optimisation qui peuvent être incorporés dans un 
algorithme de détection des THG présenté dans le paragraphe suivant. Le premier critère est celui des 
moindres carrés Q : 
Q= 'LL)d(i,) - o(i,))2 (1 ) 
1 j 
où d(iJ) est la distance d'arbre mesurée entre les feuilles i et) dans l'arbre d'espèces T(ou dans l'arbre 
TI obtenu après le premier transfert de sous-arbre dans T) et b(iJ) est la distance d'arbre entre les 
feuilles i et) dans l'arbre de gène T'. Le deuxième critère qui pourrait être utilisé pour estimer la 
différence entre l'arbre d'espèces et celui de gène est la distance topologique de Robinson et Foulds 
(RF) [13]. Cette distance est égale au nombre d'opérations élémentaires, consistant en la division et la 
fusion des nœuds, qui sont nécessaires pour transfonner un arbre en un autre. Cette distance est allssi 
égale au nombre de bipartitions, Buneman [2], qui sont présentes dans un arbre et absentes dans l'autre. 
Le troisième critère d'optimisation est la dissimilarité de bipal1ition que nous introduisons ici. Soient 
Tet T' les arbres phylogénétiques binaires sur le même ensemble d'éléments (i.e. feuilles). Soit BT la 
matrice de bipartition correspondant aux arêtes internes de T et BI' la matrice de bipartition de 
correspondant aux arêtes internes de T'. La dissimilarité de bipartition, bd, entre BT et BI' est définie 
comme suit: 
bd = ( 'L Min (Min (d(a,b);d(a,b))) + 'L Min (Min (d(b.a);d(b.a))/2 (2) 
GEBT bEBT' bEB1" GEBT 
où d(a,b) est la distance de Harruning entre les vecteurs de bipartition a et b, et a et b sont les 
compléments de a et de b, respectivement. Une telle mesure pourrait être vue comme une généralisation 
de la métrique de Robinson et Foulds qui prend en considération seulement des bipartitions identiques. 
6 2 
5 2 3 6 5 
a 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 f 
b 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 9 
c 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 e 
Fig. 1. Les arbres Tet T à 6 feuilles et leur tables de bipartition. Chaque ligne des tables de bipartition correspond 
à une arête interne. Les flèches indiquent les associations entre les bipartitions dans les deux tables. La valeur en 
gras à coté de chaque bipartition est la distance de Hamming associée. 
Par exemple, la dissimilarité de bipartition bd entre les arbres T et T' à 6 feuilles montrés sur la 
Figure 1 est calculée comme suit: bd(T,T')= ((2 + 1 + 2) + (2 + J + J»)/2 = 4,5. Ici, le minimum de la 
distance de Hamming entre la bipartition associée à l'arête a et tous les vecteurs de bipartition dans BI' 
est 2 (la distance entre a et e ou entre a et g; seulement l'association entre a et e est présentée sur 
Figure 1). Pour la bipartition associée à J'arête b, cette distance est 1 (la distance entre b et e), et pour la 
bipartition associée à l'arête c, cette distance est 2 (la distance entre c et e). De la même façon, la 
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distance de Hamming minimale entre la bipartition associée àfet toutes les bipartitions dans BT est 2 
(voir la bipartition associée à b), pour la bipartition associée à g cette distance est 1 (voir la bipartition 
associée à b) et pour la bipartition associée à e, elle est aussi 1(voir la bipartition associée à b). 
Cet exemple montre que différents vecteurs de bipartition d'une table de bipartition peuvent être 
associés au même vecteur de bipartition de l'autre table, e. g. e et g sont associés à b, ainsi que b et c 
sont associés à e (Figure 1). De plus, une dissimilarité de bipartition n'est pas toujours une métrique. En 
commençant par des arbres à 5 feuilles nous pouvons exhiber 3 topologies d'arbre pour lesquelles 
l'inégalité triangulaire n'est pas satisfaite. Une condition suffisante, mais pas nécessaire, pour assurer 
qu'une dissimilarité de bipartition bd est une métrique est la suivante (ici, le symbole --+ désigne 
l'opération d'association): 
Proposition 1. Soient h T2 et Tl des arbres phylogénétiques ayant le même nombre d'arêtes internes 
et le même ensemble des feuilles. Alors, bd(h T2) :s bd(h Tl) + bd(h Tl) si les conditions suivantes 
sont satisfaites: 
1. Pour chaque paire de bipartitions a et b de 2 arbres différents: a --+ b signifie que b --+ a. 
2. Pour chaque triplet de bipartitions a E Tl, b E T2, CE h a --+ b et b --+ C signifie que a --+ c. 
Proposition 2. La valeur d'une dissimilarité de bipartition entre deux arbres phylogénétiques ayant le 
même ensemble de n feuil/es se trouve dans l'intervalle entre 0 et n(n-3)/2, si n est paire, et entre 0 et 
(n-J )(n-3)/2, si n est impaire. 
2.2 Algorithme pour prédire les transferts horizontaux de gènes 
Pas préliminaire 
Inférer les arbres phylogénétiques d'espèces et de gène, notés respectivement Tet r. Les feuilles de Tet 
r sont étiquetées par le même ensemble de n éléments (i.e. d'espèces). Les deux arbres doivent être 
enracinés. S'il existe dans Tet r des sous-arbres identiques ayant au moins 2 feuilles, réduire la taille du 
problème en remplaçant dans Tet r les sous-arbres identiques par les mêmes éléments auxil iaires. 
Pas 1 ... k 
Tester tous les THG possibles entre les paires d'arêtes dans l'arbre hl (hl = T au Pas 1) à l'exception 
des transferts entre les arêtes adjacentes et ceux qui violent les contraintes d'évolution (voir [8] ou [l2] 
pour plus de détails). Choisir en tant que THG optimal, le déplacement d'un sous-arbre dans hl qui 
minimise la valeur du critère d'optimisation sélectionné entre l'arbre obtenu après le déplacement de ce 
sous-arbre et de son greffage sur une nouvelle arête, i.e. l'arbre h et l'arbre de gène r. Les critères 
d'optimisation suivants ont été testés: (1) les moindres carrés (MC), (2) la distance topologique de 
Robinson et Fou Ids (RF) et (3) la dissimilarité de bipartition (DB). Réduire ensuite la taille du problème 
en remplaçant des sous-arbres identiques ayant au moins 2 feuilles dans l'arbre d'espèces transfonné Tk et 
l'arbre de gène T'. Dans la liste des THG retrouvés rechercher et éliminer les THG inutiles en utilisant 
une procédure de programmation dynamique de parcours en arrière. Un transfert inutile est celui dont 
l'élimination ne change pas la topologie de l'arbre h 
Conditions d'arrêt et complexité algorithmique 
L'algorithme s'arrête quand le coefficient RF, LS ou BD devient égale à 0 ou quand aucun autre 
déplacement de sous-arbres n'est possible suite à des contraintes biologiques. Théoriquement, une telle 
procédure requière O(kn4 ) d'opérations pour prédire k transferts dans un arbre phylogénétique à n feuilles. 
Cependant, due à des réductions inévitables des arbres d'espèces et de gène, la complexité pratique de cet 
algorithme heuristique est plutôt O(kn\ 
3 Comparaison des trois critères d'optimisation 
Cette section présente les performances des 3 stratégies d'optimisation décrites ci-dessus qui peuvent 
être utilisées pour prédire les transferts horizontaux. Nous montrons ici seulement une partie des 
résultats obtenus dans nos simulations Monte Carlo. Nous avons généré 100 topologies aléatoires 
différentes des arbres d'espèces ayant 10,20, ... et 100 feuilles, respectivement. Chaque topologie a été 
obtenue en utilisant la procédure de génération d'arbres proposée par Kuhner et Felsenstein [6]. Pour 
chaque arbre d'espèces, nous avons généré des arbres de gène correspondant aux différents nombres de 
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transferts tout en respectant les contraintes d'évolution. Le nombre exact de transferts variait de 1 à 10 
pour chaque arbre de gène. Nous avons testé les 3 stratégies d'optimisation, MC, RF et DB, présentées 
dans la section précédente pour mesurer le taux de détection des transferts générés (i.e. Detection rate 
sur la Figure 2a) et le pourcentage des cas quand le nombre exact des transferts générés a été retrouvé 
(Same number of HGTs sur la Figure 2b). Remarquons qu'un transfert correct est celui dont 
l'emplacement et la direction exacts ont été retrouvés. Pour les deux critères considérés (Figure 2a et b), 
la stratégie algorithmique basée sur la dissimilarité de bipartition était plus performante que les 
stratégies basées sur les moindres carrés et la métrique de Robinson et Foulds. Les deux dernières 
stratégies avaient les tendances similaires, mais celle basée sur la distance RF a toujours fourni des 
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Fig. 2. Pourcentage des cas quand l'algorithme prédit. (a) les transferts corrects, (b) le nombre exact des transferts 
- versus le nombre de transferts. Pour chaque point du graphique la moyenne des résultats obtenus pour 100 arbres 
à 10,20,. et 100 feuilles est montrée. Les 3 stratégies comparées sont· la dissimilarité de bipartition (L',), la 
distance de Robinson et Foulds (0) et les moindres carrés (x). 
4	 Références 
[1]	 J.-P. Barthélemy, A. Guénoche, Les arbres et les représentations des proximités, Paris, Masson, 
1988. 
[2]	 P. Buneman, "The recovery of trees fTom measures of dissimilarity", ln Mathematics in the 
Archeological and Historical Sciences, Edinbllrgh University Press, 1971,387-395. 
[3] W.F. Doolittle, "Phylogenetic classification and the universal tree", Science 284, 1999, 2124-2 J29. 
[4]	 M. Hallett, J. Lagergren, "Efficient algorithms for lateral gene transfer problems", ln: EI­
Mabrollk,N., Lengauer,T., SankofJ,D. (eds.): RECOMB, ACM, New- York 200 l, 149-156. 
[5] J. Hein, T. Jiang, L. Wang, K. Zhang, "On the complexity of comparing evolutionary trees", Discr. 
Appl. Math. 71,1996,153-169. 
[6]	 M. Kuhner, J. Felsenstein, "A simulation comparison of phylogeny algorithms under equal and 
unequal evolutionary rates", Mol. Biol. Evol. II, 1994,459-468. 
[7]	 J.G. Lawrence, H. Ochrnan, "Amel ioration of bacterial genomes: rates of change and exchange", 1. 
Mol. Evol. 44, 1997,383-397. 
[8] W.P. Maddison, "Gene trees in species trees", Syst. Biol. 46, 1997,523-536. 
[9]	 V. Makarenkov, A. Boe, C. F. Delwiche, A.B. Diallo, H. Philippe, "New efficient algorithrn for 
modeling partial and complete gene transfer scenarios", Data Science and Classification, V 
Batagelj, H.-H. Bock, A. Ferfigoj, and A. Ziberna (Eds.), Series: Stl/dies in Classification, Data 
Analysis, and Knowledge Organization, Springer, 2006, 341-349. 
[10]	 B. Mirkin, T. 1. Fenner, M. Galperin, E. Koonin, "Algorithms for computing parsimonious 
evolutionary scenarios for genome evolution, the last universal common ancestor and dominance of 
HGT in the evolution ofprokaryotes", BMC Evo/. Biol. 3,2003. 
[II]	 B.M.E. Moret, L. Nakhleh, T. Warnow, C.R. Linder, A. Tholse, A. Padolina, J. Sun, R. Timme, 
"Phylogenetic networks: modeling, reconstructibility, and accuracy", lEEEIACM Trans. on Comput. 
Biol. and Bioinf 1,2004, 13-23. 
[12]	 R.D.M. Page, M.A. Charleston, "Trees within trees: phylogeny and historical associations", 
Trends Ecol. Evol. 13, 1998,356-359. 
[13] D.R. Robinson, L.R. Foulds, "Comparison ofphylogenetic trees", Math. Biosc. 53,1981,131-147. 
Centre de Recherches Mathématiques 
CRM Proceedings and AMS Lecture Notes Volume 
45,2008, pages 159-179 
Aigorithms for detecting complete and partial horizontal gene 
transfers: Theory and practice 
Vladimir Makarcnkovt, Alix Boe', Alpha Boubaear Diallo' and Abdoulaye Baniré Diallo2 
1 Département d'informatique, Université du Québec à Montréal, c.P. 8888, Suce. Cen­
tre-Ville, Montréal (Québec), Canada, H3C 3P8. 
2 McGiIl Centre for Bioinformatics and School of Computer Science, McGi11 Univer­
sity, 3775 University Street, Montréal, Québec, H3A 2B4, Canada. 
e-mails:makarenkov.vladimir@uqam.ca.boc.alix@courrier.uqam.ca. 
diallo.alpha_boubacar@courrier.uqam.ca and banire@mcb.mcgill.ca 
Corresponding author: Vladimir Makarenkov (makarenkov.vladimir@uqam.ca). 
Abstract. We describe two methods for detecting horizontal gene transfers in the 
framework of the complete and partial gene transfer models. In case of a complete gene 
transfer model a new fast backward selection algorithm for predicting horizontal gene 
transfer events is presented. The latter algorithm can rely either on the metric or on the 
topological optimization to identify horizontal gene transfers between branches of a 
given species phylogeny. In case of the topological optimization, we use the well­
known Robison and Foulds (RF) topological distance, whereas in case of the metric 
optimization, the least-squares (LS) criterion is considered. We also formulate and 
prove the NP-hardness of the partial gene transfer problem. Second, an efficient algo­
rithm for predicting partial transfers, using the Gauss and Seidel optimization, is dis­
cussed. We also show how to assess the reliability of a specifie gene transfer or a whole 
gene transfer scenario. In the application section, we apply the new algorithm to detect 
possible gene transfers occunoed during the evolution of the gene rp112e. 
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INTRODUCTION 
Horizontal gene transfer (HGT) is a direct transfer of genetic material from one lineage 
to another. The understanding that horizontal gene transfer might have played a key l'ole 
in biological evolution is one of the most fundamental changes in our perception of gen­
eral aspects of molecular biology in recent years (Doolittle 1999, Legendre 2000, Leg­
endre and Makarenkov 2002). Bacteria and Archaea have sophisticated mechanisms for 
the acquisition of new genes through HGT which may have been favored by natural 
selection as a more rapid mechanism of adaptation than the alteration of gene functions 
through numerous point mutations. If the donor DNA and the recipient chromosome 
display sorne homologous sequences, the donor sequences can be stably incorporated 
into the recipient chromosome by homologous recombination. The three main mecha­
nisms of HGT are the following: tran~formation, consisting of uptake of naked DNA 
from the environment; conjugation, which is mediated by conjugal plasmids or conjugal 
transposons; and transduction, consisting of DNA transfer by phage. These transferring 
mechanisms can introduce sequences of DNA that display little similarity with the re­
maining DNA of the recipient cell (Doolittle 1999). 
There are a few ways to identify the genes that have been transferred horizontally. 
First, sequence analysis of the host genome may reveal areas with GC content or codon 
usage patterns atypical to it (Lawrence and Ochman 1997). Second, if a sequence is 
found in only one organism and is absent from ail other closely related organisms, it is 
more likely that it has been introduced horizontally into this organism rather than de­
leted from ail the others. Third, the comparison of a morphology-based species tree or a 
molecular tree based on a moJecule that is assumed to be refractory to horizontal gene 
transfer (e.g. 16S l'RNA or 23S l'RNA) against a phylogeny of an observed gene may 
reveal topological conflicts which can be explained by horizontal transfers. 
Several attempts to use network-based models to depict horizontal gene transfers can 
be found (see for example: von Haeseler and Churchill 1993, Page 1994, Charleston 
1998, Hallett and Lagergren 2001, or Hallett et al. 2004). A mode! of horizontal gene 
transfer that maps gene phylogenies into a species tree has been introduced by Hal.lett 
and Lagergren 2001. Mirkin et al. (2003) and Hallett et al. (2004) have developed algo­
rithms allowing for simultaneous identification of gene duplications, gene losses, and 
horizontal gene transfers. The papers by Moret et al. (2004) and Nakhleh et al. (2005) 
give an overview of the network modeling in phylogenetics. In a recent paper published 
in the SFC2004 proceedings, Mirkin (2004) considered sorne approaches for biologi­
cally meaningful mapping of data of individual gene families into an evolutionary spe­
cies tree. One approach first produces a gene tree, then maps it into the species tree, 
whereas the other approach first takes the gene phyletic profile, maps it into the species 
tree and then tunes it into a directed scenario based on the similarity data. 
In this article we continue the work started in Boc and Makarenkov (2003), where we 
described a HGT model based on least-squares, and in Makarenkov et al. (2006), where 
we showed the difference between complete and partial gene transfer models. First, we 
describe a polynomial-time HGT algorithm for the detection of complete transfers and 
test it with respect to the two optimization criteria: Least-squares (LS) and Robinson 
and Foulds (RF) topological distance. We also suggest how to assess the reliability of 
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horizontal gene transfers identified by our algorithm. In the application section, we 
show how the new algorithm predicts transfers of the gene rplJ 2e for the group of 14 
Archaea organisms which were originally examined in Matte-Taillez et al. (2002). 
ALGORITHMS FOR PREDICTlNG HORIZONTAL GENE TRANSFERS 
2.1 Basic definitions 
We start this section with some basic definilions about phylogenetic trees and tree met­

rics, generally following the terminology of Barthélemy and Guénoche (1988, 1991).
 
The distance O{X y) between two vertices x and y in a phylogenetic (i.e. additive) tree T
 
is defined as the sum of the edge lengths in the unique path Jinking x and y in T. Such a
 




Let X be a finite set of n taxa. A dissimi/arity d on X is a non-negative function on (XxX)
 
such that for any x, y from X:
 
(1) d(x,y)=d(y,x),and 
(2) d(x,y) = d(y,x):::: d(x,x) = O. 
Definition 2
 
A dissimilarity d on X satisfies the four-point condi/ion if for any x, y, z, and w from X:
 
d(x,y) + d(z,w) :S Max { d(x,z) + d(y,w); d(x,w) + d(y,z) }. 
Definition 3
 
For a finite set X, a phylogenetic tree (i.e. an additive tree or a X-tree) is an ordered pair
 
(T, ip) consisting of a tree T, with vertex set V, and a map ip: X---> V with the property that,
 
for a1l x E X with degree at most two, x E ip(X). A phylogenetic tree is binary if ip is a
 
bijection from X into the leaf set of T and every interior vertex has degree three.
 
The main theorem relating the four-point condition and dissimilarity representability by
 
a phylogenetic tree (i.e., phylogeny) is as follows:
 
Theorem 1 (Zarestskii, Buneman, Patrinos & Hakimi, Dobson)
 
Any dissimilarity satisfying the four-point condition can be represented by a phy/oge­

netic tree such that for any x, y from X, d(x,y) is equal to the length of the path linking
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2.2 Optimization criteria 
Here we present a fast greedy algorithm for predicting complete horizontal gene trans­
fers. The algorithm for identifying HGTs proceeds by a progressive reconciliation of the 
given species and gene phyJogenetic trees, denoted T and T' respectively. Usually, the 
species tree T is inferred From the genes that are refractory to horizontal gene transfer 
and genetic recombination (e.g., 16sRNA sequences). This tree represents the direct or 
tree-like evolution. The gene tree T' represents the evolution of a given gene which is 
supposed to undergo horizontal transfers. 
At each step of the algorithm, ail pairs of branches in Tare tested against the hy­
pothesis that a horizontal gene transfer has occurred between them. The considered 
HGT model assumes that the transferred gene supplants the entire homologous gene of 
the host or that the homologous gene is simply absent at the host genome. In such a 
model. the original species phylogenetic tree T is gradually transformed into the gene 
phylogenetic tree T' through a series of subtree moves (i.e., gene transfers or HGTs). 
The topology of the gene tree T' is kept fixed. The goal is to find the minimum possible 
sequence of trees T, h Tz, ... , T' that transforms Tinto T'. Obviously, a number of 
necessary biological ru les should be taken into account. For instance, the transfers 
within the same lineage as weil as sorne double-crossing transfers should be prohibited 
(for more detail, see Maddison 1997, Page and Charleston 1998, or Hallett and Lager­
gren 2001). 
We consider two optimization criteria which can be used at each algorithmic step to 
select the best HGT. The first optimization criterion that we consider is the least­
squares (LS)function Q. ft is computed as follows: 
Q='2.'2.(dU,))-8U,)))2, (1 ) 
i j 
where dU'!) is the pairwise distance between the leaves i and) in the species tree T (or 
in the tree TI obtained From T after the first subtree move) and bU,!) the pairwise dis­
tance between i and) in the gene tree T'. The second criterion that can be useful for 
assessing discrepancy between the species and gene phylogenies is the Robinson and 
FOl/Ids (RF) lopological dislance. The RF metric (Robinson and Foulds 1981) is an 
important and frequently used toolto compare the topologies of phylogenetic trees. This 
distance is equa1 to the minimum number of elementary operations, consisting of merg­
ing and splitting nodes, necessary to transform one tree into the other. This distance is 
also the number of bipartitions or Buneman's splits belonging to exactly one of the two 
trees. When the RF distance is considered, we can use it as an optimization criterion as 
follows: ail possible transformations of the species tree, consisting oftransferring one of 
its subtrees From one branch to another, are evaluated in a way that the RF distance be­
tween the transformed species tree TI and the gene tree T' is computed. The subtree 
transfer providing the minimum of the RF distance between TI and T' is retained. Note 
that the problem asking to find the minimum number of subtree transfer operations nec­
essary to transform one tree into another (i.e. also known as Sublree Transfer Problem) 
has been shawn la be NP-hard (Hein et al. 1996). 
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2.3 Greedy backward algorithm for predicting complete horizontal gene transfers 
In this section we discuss the main features of our algorithm based on the backward 
selection of horizontal gene transfers. Consider a gene transfer in the species tree T go­
ing from b to a and transforming it into the tree TI (Figure 1). The following timing 
constraint is considered (see also Makarenkov et al. 2006): to allow the transfer be­
tween the branches (z,w) and (x ,y) of the species tree T, the cluster combining the sub­
trees rooted by the vertices y and w must be present in the gene tree T'. Such a con­
straint enables us, first, to arrange the topological conflicts between T and T' that are 
due to the transfers between single species or their close ancestors and, second, to iden­
tify the transfers that have occurred deeper in the phylogeny (i.e., c10ser to the tree 
root). The usage of this constraint allows the method to follow the order that is opposite 
to the order of evolution and infer first the most recent HGTs which are easier to detect. 
Proposition 1. If ail bipartitions corresponding to the branches of the path (x,z) in the 
transformed species tree TI (Figure J) can be found in the bipartition table of the gene 
tree T', then the transfer from b to a, transforming the species tree Tinto h is a part of 
a minimum cost HGT scenario transforming Tinto T'. 
This Proposition can be easily proved by induction on the number of branches of lhe 
pa th (x,z). 
Figure 1. Subtree constraint: the transfer between the branches (:,w) and (x,y) of the species tree 
T can be allowed If and only if the c1uster regrouping both affected subtrees is present in the gene 
!Tee; here, a single branch is depicted by a plane line and a path is depicted by a wavy line. 
The main steps of the HGT detection algorithm are the following: 
Preliminary Step
 
Infer species and gene phylogenies, denoted respectively T and T', whose leaves are la­

beled by the same set of n taxa (i.e.,species). Both species and gene trees must be rooted.
 
If there exist identical subtrees with lwO or more leaves belonging to both T and T', re­

duce the size of the problem by replacing these subtrees with the same auxiliary taxa in
 
both T and T'.
 
Steps 1 ... k
 
Test ail possible HGTs between pairs of branches in hl (hl = T at Step 1) except the
 
transfers between adjacent branches and those violating the evolutionary and subtree con­

straints. If no such a transfer exists, relax the subtree constraint. In our simulations de­

scribed in the section Simulation study, this relaxation was necessary on average in 1.2%
 




transfers exist, choose the best HGT with respect to the selected optimization criterion 
that can be in our case: the least-squares (LS) or the Robinson and Foulds (RF) metric. 
Reduce the size of the problem by contracting the newly-formed subtree in the trans­
formed species tree Tk and the gene tl'ee T'. In the list of the obtained HGTs, search for 
and eliminate the idle transfers using a backward procedure. An idle transfer is the trans­
fer whose removal do es not change the topology of the tree h 
Stopping condition and time complexity 
The procedure stops wh en the LS or RF coefficient equals O. Such a computation requires 
O(kn4 ) time to generate k transfers in a phylogenetic tree with n leaves. I-lowever, because 
of the progressive size reduction of the species and gene trees, the practical time com­
plexity of this algorithm is rather O(kn\ 
Proposition 2. If the subtree eonstraint is not relaxed. the HGT deteetion algorithm re­
quires at most n-3 steps to transform a binary speeies tree with n leaves into a binary 
gene tree with the same set ofn leaves. 
The proof of this Proposition is based on the fact that the maximum value of the RF dis­
tance between two binary trees with n leaves is 2n-6 and that each subtree transfer satis­
fying the subtree constraint decreases the value of the RF distance by at least 2. 
2.4. Partial gene transfer model 
The partial gene transfer model is more general, but also more complex and chal­
lenging. It presumes that only a part of the transferred gene has been acquired by the 
host species through the process of homologous recombination (Makarenkov et al. 
2006). This means that the traditional species phylogenetic tree is tl'ansformed into a 
directed phylogenetic network (i.e. a directed connected graph). For example, Denamur 
et al. (2000) proposed a method to identify gene segments being transferred horizon­
tally. This method was applied to detect partial HGTs of the mutU and mutS genes 
within E. coli evolutionary trees. Because many analyses are now directed at under­
standing the evoJution of complete genomes, the partial gene transfer model could be 
also useful if one wanted to model the transfer of a portion of a genome. 
In a phylogenetic tree, there is always a unique path connecting a pair of nodes. Add­
ing to it a HGT branch creates an extra path between celtain nodes. Figure 2 illustrates 
the case where the evolutionary distance between the taxa i and} can be affected by the 
addition of the HGT branch (b,a) representing partial gene transfer from b to a. lt is 
relevant to assume that the HGT from b to a can affect the evolutionary distance be­
tween the taxa i and} if and only if the destination point a is located on the path be­
tween i and the root of the tree; the position of} is fixed. Thus, in the reticulate phylog­
eny T in Figure 2 the evolutionary distance dl(iJ) between the taxa i and} can be com­
puted as follows: 
d1(iJ) = (1 - a) d(i,j) + a (d(i,a) + d(j.b»), (2) 
where a indicates the fraction, unknown in advance, of the transferred gene and d is the 




Figure 2. Evolutionary distance between the taxa; and) can be alJowed to change after the ad­
dition of the branch (b,a) representing a partial HGT between the branches (:,w) and (x,y). Evo­
lutionary distance between the taxa ;1 and) must not be affected by the addition of (b,a). 
On the contrary, the distance between the ta..xa il and) (Figure 2) must not be affected 
by the addition of (b,a). Figure 3 illustrates the other cases where the addition of a J-IGT 
branch must not affect the length of the evolutionary path between i andj. 
The least-squares loss function Q to be minimized with the unknown vector of edge 
lengths 1 in T and the unknown fraction ofthe transferred gene a is as follows: 
Q(L,a) = L((1 -a) L: l,~ + a( L:li~ + L: l;b) - O(iJ))2 
ijES kepalh(ij) kEpath(IG) keparh(jh) 
(3)
+ L( L: lt - 6(iJ))2 ~ min, 
lj'gS keparh(ij) 
where 8.JJ) is the given gene dissimilarity between i and); lt is the length of the 
branch k of the path (ij) in T; a is the fraction of the transferred gene (0 :s a:S 1); and S 
is the set of pairs of taxa {ij} such that the transfer (ba) can affect the evolutionary dis­
tance between them. 
To show the NP-hardness of the least-squares optimization in the context of the par­
tial gene transfer the following problem can be stated: 
Given: Species phylogenetic tree T (with the associated tree metric d on the set of taxa 
X), gene dissimilarity 0 on X and afLXed non-negative value E:. 
Problem: Find the minimum number ofpartial gene transfers k such that: 
Q= L:L:(dk(i,))- 0(i,)))2 ~ C, (4) 
1 ) 
where dk(i,)) is the network distance between i and), computed using Formulae 2 and 3, 




Theorem 2. The minimum number ofpartial gene transfer problem (MNPGT problem) 
is NP-hard. 
The proof of this Theorem is based on a polynomial-time reduction from the Subtree 
Transfer Problem (STR problem) that consists of tinding the minimum number of com­
plete gene transfers to transform a given species tree Tinto a given gene tree T'. The 
STR problem is identical to the problem of adding to T the minimum number of com­
plete gene transfers such that Q = L: L: (dk (i,) - o(i,))2 ~ 0 (i.e., the case of f; = 0 is 
1 j 
considered), where dk(iJ) is the pairwise distance between i and) in the phylogenetic 
tree (i.e., a particular case of a phylogenetic network). Here, the tree Tk is obtained from 
T after the addition of k complete gene transfers (i.e., a particular case of a partial trans­
fer) and 8...i,j) is the given tree metric associated with T'. 
Root Root Root 
Ca) Cb) Cc) 
Figure 3 (a-c). Three situations when the evolutionary distance between the taxa i and) must 
not be affected by the addition of the new brancil (b,a) representing a partial HGT between the 
branches (z,w) and (x,y). Path between the taxa i and) cannot to go through the branch (b,a). 
Several important timing constraints have to be incorporated into this model, in addi­
tion to those taken into account in the complete HTS model, to identify the interactions 
between HGTs that are not intelligible from an evolutionary point of view. Sorne of 
these constraints, but not ail of them, were initially pointed out by Page and Charleston 
(1998a and b). For instance, double-crossing transfers between two lineages (Figures 4a 
and b) must be forbidden. In this case, the HGT events affect the ancestor of the species 
from the previous transfer. Making the source and destination lineages contemporane­
ous for one HGT makes the other transfer impossible (Figure 4). 
Note that the ru le illustrated in Figure 4a is automatically taken into account in the 
complete gene transfer model, where its violation would be equivalent to the violation 
of the same lineage constraint (see Page and Charleston 1998). For instance (Figure 4a), 
the HGT From (z,w) to (x,y) cannat be followed by the transfer From (Z"WI) to (xt,YI) 
because after the tirst HGT the branches (Z"WI) and (XI,YI) will be located on the same 
lineage (Lineage 2). We also identify two cases, where the evolutionary distance be­
tween the taxa i and) can be affected by multiple transfers (Figures 5a and b); and, two 
cases, where this distance must not be affected by them (Figures 5c and d). Failure to 
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take these constraints into account can result in postulating transfers that are mutually 
incompatible. 
Roo! Roo. 
Lineage 1 Lineage 2 Line.ge 1 Line.ge 2 
(a) (b) 
Figure 4. Transfers between two lineages crossing in such ways must be prohibited. 
(a) (b) 
(c) (d) 
Figure 5. Cases (a) and (b): evolutionary path between the taxa i and j can go through both 
HGT branches (b,a) and (bJ,al)' Cases (c) and (d): evolutionary path belween the taxa i and j 
cannot go through both HGT branches (b,a) and (bl,al). 
Assume that a partial gene transfer between the branches (z,w) and (x,y) (i.e., from b 
to a in Figure 2) of the species tree T has taken place. The lengths of ail branches in T 
are reassessed in the least-squares sense after the addition of (b,a), whereas the length of 
(b,a) is assumed to be O. To reassess the branch lengths of T, we have first to make an 
assumption about the value of the parameter a (Equation 2), indicating the gene fraction 
being transferred. This parameter can be estimated either by comparing sequence data 
corresponding to the subtrees rooted by the vertices y and w, or different values of a can 
be tested in the optimization problem. 
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Fixing the parameter a, we reduce to a linear system the system of equations estab­
lishing the correspondence between the experimental gene distances and the path-Iength 
distances in the HGT network. This system having generally more variables (i.e. branch 
lengths of 7) than equations (i.e. pairwise distances in T; the number of equations is 
always n(n-l )/2 for n taxa) can be solved by approximation in the least-squares sense. 
Let us now show how the approximation problem can be stated and efficiently solved. 
Let A a be the matrix of dimension n(n-l)/2 x m, each row of which is associated with 
one pair of taxa of X, where n is the number of taxa and m is a number of edges in T. 
The value G;J." of this matrix corresponding to the pair of taxa if and the edge e is equal 
either 10 l, or to a, or to I-a if the edge e is in the path (ij) in T, and is equal to 0 ifnot. 
Let ebe the vector of edge lengths of m elements and d be given vector of gene dis­
tances of n(n-l )/2 elemenls. 
Fixing the value of a (e.g., values 0, 0.1, 0.2, ... , and 1.0 can be tested in turo), we 
obtain a linear system of n(n-l)/2 equations with m unknowns: Aax f. = d. 
When n ? 4, this system has more equations than unknowns. It can be solved by ap­
proximation in the least-squares sense: 
(Aax f. - di -> min. (4) 
After taking the gradient we have: 
A~ x (A a x l- 0) = 0 (5) 
Following algebraic manipulations, we obtain: 
A~xAaxl=A~xo (6) 
Thus, we have: B x f. = c, where B is a (m x m) matrix, and c is a vector with m com­
ponents. 
Following Barthélemy and Guénoche (1988) and Makarenkov and Leclerc (1999), we 
apply a slightly modified Gauss-Seidel method to solve the above system. The method 
consists of decomposing B into its diagonal (ô), its strictly upper triangular component 
(-F), and its strictly lower triangular component (-E): 
bl) bJ2 bl m ( 
-Fî b21 b22 b2m 
B= ô ô-E-F. (7)jbml bm2 bmm l-E 
Then, we apply the iterative procedure: 
(k+l) (k+l) (k)t:.xf. =Exf. +Fxf. +c, (8) 
1
which allows us to compute gradually the components of the vector €(j)(k+ ), corre­
sponding to the edge lengths at the k+ I-th iteration, from those of eul. If the computed 
value of eu)(k+ 1) is negative, it is replaced with the value O. This operation is equiva­
lent to the projection on the cone L? 0, which ensures an appropriate solution. 
The exact equation used in this method is the following for ail) = 1,2, ... , m: 
.(k+l)_ .(k) _ . (k+l)
N)) - ( - Œ)+ I:siSm bu·eU) ) - ŒI:siSj-l bi/V) ) + ci) / bJf (9) 




This step corresponds to the preliminary step discussed in the context of the complete 
gene transfer mode!. It consists of inferring the species and gene phylogenies denoted 
respectively T and T' whose leaves are labeled by the same sel X of n taxa. Because the 
classical Robinson and Foulds distance is defined only for tree topologies, we use the 
least-squares as a unique optimization criterion when modeling partial HGTs. 
Step 1. Test ail connections between pairs of branches in the species tree T. For each 
HGT connexion satisfying evolutionary constraints, carry out the following optimiza­
tion: 
a) Fix the value of the fraction of the gene being transferred a (e.g., one can try in 
turn the values of 0, 0.1, 0.2, ... , and 1.0). Compute using the Gauss-Seidel 
method the optimal lengths 1of the edges in the species tree (or network, start­
ing from Step 2) T. 
b) Go back to the original equation system: Aax 1 = d. Fix the values of the vector 
1 found using the Gauss-Seidel method and solve this problem by least-squares 
considering as unknown the parameter a. 
c) Then, fix the optimal value of a found and repeat the computation until both 
unknown parameters 1and a converge to a certain solution. 
Ali eligible pairs of branches in T can be processed in this way. The HGT connection 
providing the smallest value of the LS coefficient Q and satisfying the defined evolu­
tionary constraints should be selected for the addition to the species tree T, transforming 
it into a phylogenetic network. 
Steps 2.. .k. Run the algorithm until a fixed number k of partial gene transfers is found
 




Time complexity of this algorithm is O(kns) to add k partial horizontal gene transfers to
 
the species tree with n leaves.
 
2.5 Bootstrap validation of horizontal gene transfers 
Bootstrap analysis can be used to place confidence intervals on internai branches of 
evolutionary trees (Felsenstein 1985). We designed a bootstrap validation procedure for 
computing the bootstrap scores either for a specific gene transfer or a whole gene trans­
fer scenario. The folJowing strategy was adopted to assess the reliability of obtained 
HGTs. Because we are mostJy interested in the evolution of a given gene or a group of 
genes, the sequences used to build the species tree are not resampled. The species tree is 
taken as an a priori assumption of the method and held constant. The sequence data 
used to build the gene tree are drawn with replacement in order to create a series of 
pseudo-replicates. The HGT detection algorithm is then carried out on the bootstrapped 
pseudo-replicates. Thus, for ail HGT branches appearing in the original scenario, we 
verify if they appear in the obtained transfer scenarios, using as input the original spe­
cies tree and the gene tree inferred from the sets of pseudo-replicates. ft is worth noting 
that among resampled datasets only those that give rise to a gene phylogenetic tree such 
that it contains the root branch separating this tree into exactly the same bipartition sets 





A Monte Carlo study was conducted to test the ability of the new method to recover 
correct gene transfers. ln the framework of the camp/ete HGT mode/ on/y we examined 
how the detection procedure performed depending on the model of sequence evolution, 
number of observed species, and sequence length. The results illustrated in Figures 6 
and 7, and reported in Tables 1 and 2 (see Appendix) were obtained from simulations 
carried out with random binary phylogenetic trees with 8, 16, 24, 32, 48, and 64 leaves, 
whereas the sequence length varied from 125 to 1000 sites. The simulation procedure 
consisted of the [ive basic steps described below: 
1. A true tree topology, denoted T, was obtained using the random tree generation 
procedure proposed by Kuhner and Felsenstein (1994). The branch lengths of T were 
computed using an exponential distribution. Following the approach of Guindon and 
Gascuel (2002), we added some noise to the branches of the true phylogenies to create a 
deviation from the molecular clock hypothesis. Ali the branch lengths of T were mu Ili­
plied by 1+ax, where the variable x was obtained From a standard exponential distribu­
tion (P(x>k) = exp(-k)), where the constant a was a tuning factor for the deviation in­
tensity. Following Guindon and Gascuel (2002), a was fixed to 0.8. The random trees 
generated by this procedure are chosen to have the depth of O(log (n)), where n is the 
number of species (i.e. number of leaves in a binary phylogenetic tree). 
2. Each random phylogeny was then submitted to the SeqGen program (Rambaut and 
Grassly 1996) to simuJate sequence evolution along its branches according to the Jukes 
and Cantor (1969), Kimura 2-parameter (1980), and Jin-Nei Gamma (1990) models. 
3. To assess the quality of HGT detection by the new method, we developed a simula­
tion program using the results of SeqGen. For each considered rooted tree, viewed as an 
organismal phylogeny, our program created one random horizontal gene transfer that 
respected the evolutionary constraints discussed in the algorithmic section. During this 
operation, the program regenerated the DNA sequences for each tree node located in the 
subtree affected by the HGT. As the simulations were carried out for the complete gene 
transfer model, the HGT destination sequence was set identical to the source sequence 
and the new sequences were regenerated from it according to the selected evolutionary 
mode!. 
4. The sequence to distance transformation corresponding to the considered model of 
evolution was then applied to the DNA sequences associated with the leaves of the phy­
logeny affected by the gene transfer. The NJ method (Saitou and Nei 1987) was used to 
infer the gene trees from the obtained distance matrix. The topology of the organismal 
phylogeny (i.e. true tree 1) was supposed to be known. 
5. The HGT detection method was then carried out to infer the transfer. The experi­
ments were conducted using the procedures based on the RF and LS optimization. The 
simulations were carried out for 500 l'an dom rooted phylogenies with 8 and )6 leaves 
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Figure 6. HGT detection rates obtained for random phylogenies with 8 to 64 leaves (8-a, 16-b, 
24-b, 32-d, 48-e, 64-f) using the RF topological distance for optimization. Jukes and Cantor (0), 
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Figure 7. HGT detection rates obtained for random phylogenies with 8 to 64 leaves (8-a, 16-b, 
24-b, 32-d, 48-e, 64-1) using the LS function for optimization. Jukes and Cantor (0), Kimura 2­
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Figure 7. HGT detection rates obtained for random phylogenies witl1 8 to 64 leaves (8-a, 16-b, 
24-b, 32-d, 48-e, 64-t) using the LS function for optimization. Jukes and Cantor (0), Kimura 2­
parameter (0), and Jin-Nei Gamma (~) models were used for the tree generation. 
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Figures 6 and 7 present the average simulation results obtained for random phylogen­
ies with 8 to 64 leaves, using as optimization criteria the RF topological distance and LS 
function, respectively. These figures illustrate how the detection rate changes as the 
number of sites varies from 125 to 1000. As expected, the detection rate grows as the 
number of sites increases and the number of species decreases. Note that for the phylog­
enies with 8 to 32 leaves the best results were obtained under the Kumura and Jukes­
Cantor models. For the phylogenies with 48 to 64 species the best performances were 
regularly obtained under the Kimura model, whereas the results found under the Jukes­
Cantor model were the worst of the three evolutionary models. 
This trend can be observed in the case of both optimization criteria. Obviously, with 
the short sequences we have a bigger phylogenetic error that can either appear like a 
HGT, when it does not occur, or disguise a real HGT. Tables 1 and 2 (see Appendix) 
report the false positive and false negative (indicated in parentheses) detection rates 
obtained using as optimization criteria the RF distance and LS function, respectively. A 
false positive HGT is an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative 
HGT is the right transfer that has not been detected. A false positive HGT will always 
occur if the gene tree inferred by NJ (see Step 4 ab ove) is different From the true gene 
tree (see Step 3 above), but it can also take place when both trees are identical but a 
transfer going to the direction opposite to the correct HGT disguises it, leading to the 
same gene tree (see Maddison 1997). 
False negative HGTs are mostly due to the error of inferring the gene tree, but can 
also happen when a transfer going to the opposite direction disguises the correct HGT. 
As defined, the false positive detection rate is al ways bigger or equal to the negative 
one. The analysis of Tables 1 and 2 shows that the false negative rate is almost as big as 
the false positive rate when the tests were conducted with large phylogenies (48 and 64 
species) and short sequences (125 and 250 sites). The false negative rate was noticeably 
lower than the false positive one in the case of the large phylogenies and long se­
quences. Furthermore, we have measured the recovery rates for the HGT source, desti­
nation, and source and destination combined (i.e. the latter parameter corresponds to the 
detection rate depicted in Figures 6 and 7). These tests were carried out under the Jukes 
and Cantor mode! of sequence evolution and using the RF distance for the algorithmic 
optimization. Note that the transfer destinations were generally better detectable than 
their sources. The difference in the source-destination detection was more important for 
the short sequence. For example, for the sequences with 125 sites it varied, on average, 
From 6% (for 8 species) to 1% (for 64 species). However, for the longer sequences the 
source and destination rates were very similar. 
Generally, the procedure based on the RF distance provided better results than that 
based on the LS function. Nevertheless, sorne noticeable exceptions (e.g. under the Ki­
mura model for the phylogenies with 8 leaves or under the Jin-Nei model in the case of 
the short sequences) can be pointed out. The simulation study suggested that the accu­
racy of the transfer detection is highly dependable on the model of sequence evolution, 
number of considered species, and length of observed sequences. 
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RESULTS and DISCUSSION 
Detecting horizontal transfers of the gene rp/12e 
We first tested our algorithm on the phylogeny of 14 species of Archaea originally 
considered by Matte-Tailliez et al. (2002). The latter authors discuss problems encoun­
tered when reconstructing sorne parts of the archaeal phylogeny, pointing out the evi­
dence of HOT events perturbing the evolution of a number of considered genes. Matle­
Tailliez et al. inferred the maximum likelihood tree (Figure 9, undirected lines) based 
on the concatenated 53 ribosomal proteins (7,175 positions) and compared it to the 
maximum likelihood phylogeny of the gene rp/ /2e (Figure 8) built for the same 14 or­
ganisms. The calculations of the best ML tree and its branch lengths for the 53 concate­






74 Suffolobus soffataricus 
Pyrococcus abyssi 
81 Pyrococcus horikoshii 






100 Halobacterium sp. 
Figure 8. Maximum likelihood phylogenetic tree for the protein 'pl12e (89 positions). Numbers 
close to branches are ML bootstrap scores obtained From the sam pied protein sequences using 
the SeqBoot and Proml (JTT model) programs From the PHYLIP package (Felsenstein, 1989). 
lts topology is identical to the tree found by Mane-Taillez et al. (2002, Figure 3). 
Oiven the topological incongruence of the obtained phylogenies, the aulhors hypothe­
sized a few cases of lateral transfers of the gene rp/ /2e. More precisely, the case of the 
transfer between the clades of Thermoplasmatales (Ferrop/asma acidarmanus and 
Thermop/asma acidophi/um) and Crenarchaeota (Aeropyrum pernix, Pyrobacu/um 
aerophilum and Sulf%bus solfalar/clts) was indicated as the most evident one. 
In order to apply our method, we first reconstructed from the original sequences the 
topologies of the gene (Figure 8) and species trees (Figure 9, undirected lines). The 
computations were conducted in the framework of the complete gene transfer model, 
using the RF optimization and subtree constraint options (Figure 1). Five directed 
branches needed to reconcile the species and gene topologies have been found (Figure 
16 
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9). The connection representing the transfer between the cluster of Halobacterium sp. 
and Haloarcula marismortui and the species Methanobacterium thermoau/otrophicum 
was found in the first iteration. This transfer provided the biggest drop of the RF dis­
tance between the species and gene phylogenies; its bootstrap score is 55%. 
In the second and third iterations, we found the reconciliation branches between the 
species Pyrococcus horikoshii and Pyrococcus juriosus and between Sulfolobus soifa­
taricus and Pyrobaculum aerophilum. Both of these reconciliation branches link closely 
related species. Such kind of connections may be due to HGT as weil as to local topo­
logical rearrangements necessary because of the tree reconstruction artifacts (e.g. attrac­
tion of long branches, unequal evolutionary rates, etc). The transfer branches 4 and 5 
linking the cluster of Crenarchaeota to the species Thermoplasma acidophilum and Fer­
roplasma acidarmanus can be interpreted as HGT events that mighl have taken place 








55 Methanosarcina barkeri 
Haloarcula marismortui 
12 Halobaclerium sp. 
Thermoptasma acidophilum 100 
Ferroplasma acidarinanus 
Figure 9. Species tree (Matte-Taillez et al. 2002, Figure 1a) with five reconciliation branches 
(denoted by arrows). Numbers close to branches are ML bootstrap scores computed by the 
RELL method upon 2,000 top-ranking trees using the MOLPHY program without correction for 
among-site variation. Numbers on HGT arrows indicate their order of appearance in the unique 
gene transfer scenario found by the HGT detection method. Bootstrap scores for transfers are 
indicated by numbers close to arrow circles. Arrows 4 and 5 depict the HGTs between the 
clades ofThermoplasmatales and Crenarchaeota also predicted by Matte-Taillez et al. (2002). 
In the second and third iterations, we found the reconciliation branches between the 
species Pyrococcus horikoshii and Pyrococcus juriosus and between Sulfolobus solfa­
taricus and Pyrobaculum aerophilum. Both of these reconciliation branches link closely 
related species. Such kind of connections may be due to HGT as weil as to local topo­
logical rearrangements necessary because of the tree reconstruction artifacts (e.g. attrac­
tion of long branches, unequal evolutionary rates, etc). The transfer branches 4 and 5 
linking the cluster of Crenarchaeota to the species Thermoplasma acidophilum and Fer­
17 
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roplasma acidarmanus can be interpreted as HGT events that might have taken place 
between Thermoplasmatales and Crenarchaeota. 
Note, that HGT between these two groups was aJso predicted by Matte-Taillez et al. 
(2002). In fact, the transfers 4 and 5 could consist of a unique transfer between the 
clades of Thermoplasmatales and Crenarchaeota that was separated into two transfers 
by our method due to the application of the subtree constraint (Figure 1) and the pres­
ence of the tree reconstruction artifacts. Figure 10 illustrates the evolution of the newly 
formed Thermoplasmatales-Crenarchaeota clade involving the HGTs 4 and 5. The us­
age of the LS criterion instead of RF leads to the solution consisting of 6 HGTs includ­
ing ail transfers from Figure 9 except the HGT number 2 that goes in the opposite direc­
tion. Note that a new reconciliation branch found with LS brings the species Melhano­
coccus jannaschii to the cluster of 4 species including Archaeoglobus julgidus. This 
reconciliation branch turns out to be useless and have a low bootstrap score of '4%. 
Pyrobaculum aerophilum 
Sulfolobus so/fatarieus (a) 
Aeropymrn pernix 
Pyrobaculum aerophi/um 







Figure 10. Changes in the Crenarchaeota-ThermoplasmataJes cluster occurring alter the addi­
tion of HGT branches 4 and 5. (a) This c.luster alter the transfer 3; the species ThermoplasmCl 
acidophilum joins the Crenarchaeota cluster. (b) This cluster alter the transfer 4; the species 
Ferroplasma acidarmanus is added to the clade comprising three Crenarchaeota and Thermo­
plasma acidophilum. (c) This cluster alter the transfer 5. 
CONCLUSION 
We presented two polynomial-time algorithms for detecting horizontal gene transfer 
events. We considered the complete and partial gene transfer models, implying at each 
step, either the transformation of a species phylogeny into another tree or its transforma­
tion into a network structure. The algorithm for inferring complete gene transfers ex­
ploits the discrepancies between the species and gene phylogenies either to map the 
gene tree into the species tree by least-squares or to compute a topological distance be­
tween them and then estimate the possibility of a HGT event between each pair of 
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branches of the species phylogeny. The models based on the optimization of the least­
squares function and the Robinson and Foulds topological distance were introduced. 
Inferred HOTs should be carefully analyzed using ail available information about the 
data in hand in order to select the transfers that will be represented as a final solution. 
Each gene transfer branch added to the species phylogeny aids to resolve a conflict be­
tween it and the gene tree (i.e. helps to reconcile the species and gene phylogenies). A 
bootstrap validation procedure allowing one to assess the reliability of a specific gene 
transfer or whole gene transfer scenario was proposed. A comprehensive Monte Carlo 
study was carried out to test the ability of the new method to recover correct HOTs. It 
provided very encouraging results especially when the Robinson and Foulds distance 
was used as an optimization criterion. The example of the evolution of the gene rpll2e 
was considered in the application section. More simulation work is required to investi­
gate the properties of the algorithrn intended to infer partial gene transfers. 
As any method of phylogenetic inferring, the new HOT detection method is subject 
to a number of artifacts which generally affect phylogenetic analysis; the main of them 
being: Attraction of long branches, unequal evolutionary rates, and situations when the 
occurrence of sorne HOT events almost coincides with speciation events located closely 
to the recipient species. It is important to investigate in greater details the impact of 
these artifacts on the HOT detection technique introduced in this article. lt would be 
also interesting to cxtend the presented model to the case, where the gene and species 
trees have different numbers of taxa; this situation can take place when sorne species 
have more than one copy of the gene under consideration. 
The software implementing the new algorithms for detecting complete and partial 
horizontal gene transfers is freely available at the following URL address: < 
http://www.inf02.uqam.ca/~boca05/software/> (this is a consol version running on the 
Unix and Windows platforms; it is distributed along with its C++ source code). A 
graphical version ofthis program has been also implemented and included in the T-Rex 
web servel' (Makarenkov 2(01) at the following URL: < http://www.trex.uqam.ca >. 
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APPENDIX 
This Appendix includes the results of the tests described in the section Simulation Study. The 
results reported in Tables 1 and 2 correspond to the graphies represented in Figures 6 (optimi­
zation using the RF distance) and 7 (optimization using the LS function). They were obtained 
from simulations carried out for random binary phylogenies with 8, 16, 24, 32, 48, and 64 
leaves, whereas the sequence length varied from 125 to 1000 sites. Note that the sum of the 
HGT detection rate shown in Figures 6 and 7 and of the false negative detection rate reported 
in Tables 1 and 2 is always 100%. 
Table 1. False positive and false negative (in parentheses) detection rates obtained for random phy­
logenies with 8 to 64 leaves using the RF distance as an optimization criterion A false positive HGT is 
an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative HGT is the right transfer that has not 
been found. For each sequence length, the simulations were carried out for 500 random phylogenies 
with 8 and 161eaves and 100 random phylogenies with 24 to 64 leaves. 
Seauence lenath RF rates (in %) 
125 250 500 750 1000 
Jukes-Cantor 14.9(7.8) 5.9 (3.5) 1.1 (0.7) 0.3 (0.3) 0.0 (00) 
8 Kimura 12.9 (8.7) 3.3 (22) 0.2 (0.1) 01 (0.1) 00 (0.0) 
Jin-Nei 20.1 (15.0) 3.9 (2.5) 1.6 (1.3) 1.1 (Il) 0.5 (0.5) 
Jukes-Cantor 25.7 (14.0) 7.1 (4.5) 1.2 (0.7) 0.4 (0.3) 00 (0.0) 
16 Kimura 35.1 (22.5) Il.9 (7.9) 3.2 (23) 06 (0.6) 0.1 (0.1) 



































CIl Jin-Nei 70 (38) 47 (25) 16 (9) 8 (3) 8 (3) 
Jukes-Cantor 65 (48) 49 (29) 28 (15) 27 (9) 25 (8) 
48 Kimura 55 (38) 46 (18) 9 (3) 3 (1) 1 (1) 
Jin-Nei 70 (40) 58 (24) 19 (8) 9 (2) 4 (1) 
Jukes-Cantor 70 (60) 45 (35) 27 (17) 23 (13) 20 (10) 
64 Kimura 65 (55) 35 (25) 14 (4) 12 (2) 10 (0) 
Jin-Nei 60 (50) 44 (34) 22 (12) 18 (8) 14 (4) 
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Table 2. False positive and false negative (in parentheses) detection rates obtained for random phy­
logenies with 8 to 64 leaves using the LS function as an optimizalion criterioll. A false positive HGT 
is an incorrect transfer found by the algorithm and a false negative HGT is the right transfer that has 
not been found. For each sequence length, the simulations were carried out for 500 ralldom phylog­
enies with 8 and 16 leaves and 100 ralldom phylogenies with 24 to 64 leaves. 
Sequence lenathLS rates (in %) 125 250 500 750 1000 
Jukes-Cantor 17.2(10.1) 5.0 (2.5) 08 (0.7) 0.8 (0.5) 0.3 (0.3) 
8 Kimura 10.8 (7.0) 2.8 (19) 0.3 (0.3) 0.2 (02) 0.1 (0.1) 
Jin-Nei 18.6 (13.8) 7.8 (65) 1.7 (15) 0.9 (0.8) 0.5 (03) 
Jukes-Cantor 25.5 (13.0) 7.6 (5.3) 2.2 (14) 08 (0.5) 0.1 (0 1) 









































I/) Jin-Nei 50 (33) 31 (15) 12 (8) Il (3) 4 (0) 
Jukes-Cantor 53 (43) 38 (31) 33 (17) 22 (12) 19 (II) 
48 Kimura 60 (50) 34 (14) 16 (5) 5 (1) 2 (0) 
Jin-Nei 65 (55) 50 (29) 25 (8) 12 (4) 10 (2) 
Jukes-Cantor 63 (53) 52 (42) 41 (21) 27 (17) 25 (15) 
64 Kimura 70 (60) 45 (35) 22 (12) 15 (2) 10 (0) 
Jin-Nei 75 (65) 40 (20) 20 (10) 16 (6) 12 (2) 
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Cover Illustration: Horizontal gene transfer (HGT) is one of the main 
mechanisms contributing to microbial genome diversification (see the 
article by Boc, Philippe and Makarenkov in this issue). It is rampant 
among various groups of genes in bacteria. HGT poses several risks to 
humans, including: antibiotic-resistant genes spreading to pathogenic 
bacteria, transgenic DNA inserting into human cell and triggering 
cancer, and disease-associated genes spreading and recombining to 
create new viruses and bacteria. Bacteria and Archaea have 
sophisticated mechanisms for the acquisition of new genes through 
HGT, which may have been favored by natural selection as a more 
rapid mode of adaptation than the alteration of gene functions through 
numerous point mutations. The three main types of HGT are the 
following: transformation, consisting of uptake of naked DNA from the 
environment, conjugation that is mediated by conjugal plasmids or 
transposons, and transduction, consisting of DNA transfer by phage. A 
bacterial conjugation plasmid transfer is shown. Photo credit AJCl 
Flickr. 
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Abstrtlcl.-Horizontal gene transfer (HGT) is one of the main mechélnisms driving the evollltion of microorganisms. It$ 
accurate identification is one of the major challenges posed by reticulate evolution. In this article, we describe a new 
polynomial-time algorithm for inferring HGT events and compare 3 existing and 1 new tree compMisot' indices in the 
conlexl of HGT identification. The proposed algorithm can rely on different optimization criteria, including lenst squares 
(LS), Robinson and Foulds (RF) distance, quartet distance (QD), and bipartilion dissimilarily (BD), when searching for 
an optimal scenario o( sublree prune and reg raft (SPR) moves needed ta trans(orm the given species Iree in ta the given 
gene ITee. As the simulation resu1ts suggest, the algorilhmic slTategy based on BD. introduœd in this article, generally 
provides bett~r resuhs man Ihose based on LS, RF, and QD. TI,e 13D-based algorilhm l'Iso proved la be more accurate 
and faster than a well-known polynomial time heuristic RIATA-HGT. Moreover, the HGT recovery resulls yielded by BD 
were generally equivalent ta those provided by the exponential-time algorithm UttTrans, but él cleM g,ün in running lime 
was obtained using the new algorithm. FinaUy, a slatistical framework for assessing the reliability of obtained HGTs by 
bootstTap analysis is also presented. [Bipartition dissimilarity; bootstrap analysis; horizontal gene transfer; least squares; 
phylogenetic tree; quartet distance; Robinson and Foulds topological distance.] 
The lU\derstanding that horizontal gene transfer relatively low rate, and can serve as a first approxi­
(HGT, also calied lateral gene transfer) might have mation to a speries (i,e., organismal) phylogeny in the 
played a key role in spedes evolution is one of the absence of other data (Acinas et al, 2004), 
most fundamental changes in our perception of gen­ The latter approach inc1udes nllmerous methods that 
eral aspects of molecular biology (Doolittle et aL 2003; started to appear in the early 19905, First methods using 
Koonin 2003), HGT is a direct transfer of genetic mate­ network-based models to recover HGT were proposed 
rial from one lineage to another, Bacteria and archaea by Hein (1990), von Haeseler and Churchill (1993), Page 
have sophisticated mechanisms for the acquisition of (1994), and Page and Charleston (1998), Mirkin et aL 
new genes through HGT, which may have been favored (1995) put forward a tree reconciliation method that 
by natural selection as a more rapid way of adaptation combines different gene trees into a lU\ique organismaJ 
than the alleration of gene functions through numerous phylogeny, The paper by Moret et aL (2004) presents 
point mutations (Doolittle 1999; Gogarten et al, 2002; an overview of the network modeling in phylogenetics, 
Zhaxybayeva et aL 2004), The 3 main types of HGT are Maddison (1997) and Page and Charleston (1998) first 
the following: transformation, consisting of uptake of described the set of evolutionary cules that should be 
naked DNA from the environment, conjugation that taken into account when modeling HGT 
is mediated by conjugal plasmids or transposons, and Several recently proposed methods deal with approx­
transduction, consisting of DNA transfer by phage, imation of the subtree prune and regraft (SPR) distance 
There are 2 main approaches to identify the genes that that is closely related to the inference of HGT events, 
have been transferred horizontally, First, sequence anal­ Bordewich and Semple (2004) showed that computing 
ysis of the hast genome may reveal areas with GC con­ the SPR distance between rooted binary trees is NP­
tent or codon usage patterns atypical for it (Lawrence hard, A HGT model aJiowing for mapping numerOliS 
and Oclunan 1997), Assllming that these sequences gene trees inlo a species tree was described by Hallett 
have not arisen from a selective process means that they and Lagergren (2001; LatTrans algorithm), The Lat­
might have been acquired horizontally, Tsirigos and Trans algorithm generates ail shortest SPR scenarios 
Rigoutsos (2005) discussed a method for detecting HGT but is exponential in the number of transfers, On the 
that relies on a gene's nucleotide composition and obvi­ other hand, Boc and Makarenkov (2003) proposed an 
ates the need for knowledge of codon boundaries. Sec­ algorithm that can be sllitable for inferring partial HGTs, 
ond, the comparison of a morphology-based spedes tree Mirkin et al. (2003) designed an algoritlun for the rec­
or molecular tree based on a molecule that is assumed onciliation of phyletic patterns with a species tree by 
to be refractory to HGT (e,g" 16S rRNA or 23S rRNA) postulating gene 1055, gene emergence, and HGT The 
against a phylogeny of an observed gene, inferred for latter allthors showed that in each situation, their algo­
the same set of organisms, may reveal topological con­ rithm provides a parsimonious evollitionary scenario 
flicts that can be explained by HGT Ribosomal genes consisting of mapping gene loss and gain events into a 
may also undergo HGT, but they seem to do it at a species phylogenetic tree, HaUett et al, (2004) introdllced 
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a combinatorial model incorporating HGT and du­
plication events. The "HorizStory" algorithm intended 
to approxima te the SPR distance between rooted and 
possibly nonbinary phylogenetic trees was described 
by Mac Leod et al. (2005). The algorithm works by, first, 
eliminating identical rooted subtrees in the gene and 
species trees. SPR moves are then carried out recursively 
on the remaining trees until they are brought into agree­
ment. Beiko and Hamilton (2006) described the efficient 
evaluation of edit paths (EEEP) algoritlun searching 
for a minimum number of SPR operations between 2 
rooted trees. The approach adopted by EEEP considers 
the bipartitions induced by the branches of the reference 
and tes t trees. The key to topological comparisons in this 
algorithm is the subdivision of the reference tree biparti­
tions into those that are concordant and discordant with 
respect to the test tree. On the other hand, Nakhleh et al. 
(2005) developed the "RlATA-HGT" heuristic based on 
the divide-and-conquer approach. Than and Nakhleh 
(200S) showed that the latest version of RlATA-HGT is 
considerably faster than LatTrans while being almost 
equivalent in terms of accuracy. Recently, fust proba­
bilistic and parsimony models of HGT have started to 
appear. Thus, Csüros and Mikl6s (2006) introduced a 
Markov model of evolution of a gene fam.ily along a 
phylogenetic tree. Il includes parameters for the rates of 
HGT, gene duplication, and gene loss. Jin et al. (2006, 
2007) described 2 new algorithms for inferring HGT 
events in the framework of the maximum likelihood 
(ML) and maximum parsimony models. 
ln this article, we describe a new accurate algorithm 
for inferring and validating HGT events. First, we will 
introduce and study the "bipartition dissimilarity" (BD) 
between 2 phylogenies. This measure of proximity be­
tween 2 phylogenetic trees can be considered as a re­
finement of the Robinson and Foulds (RF) dislance 
(Robinson and Foulds 19S1), which takes into account 
only identical bipartitions in the compared phylogenies. 
We will show that the use of the BD as an optimiza­
tion criterion oHers important improvements over the 
weU-known least squares (LS), RF, and quartet distance 
(QO) measures A bootstrap validation procedure for 
assessing the reliability of obtained HGTs will be also 
presented. Then, a comparison of the performances 
of the BO-based algorithm with LatTrans (HaUet! and 
Lagergren 2001) and RIATA-HGT (Nakhleh et al. 2005; 
Than and Nakhleh 200S) will be made in terms of both 
HGT recovery and running time and followed by 2 
application examples. 
MATERIALS AND METHODS 
BD and Other Optimizalion Criteria 
The new algorithm for identifying HGTs proceeds by 
a progressive reconciliation of the given rooted species 
and gene phylogenies denoted by T and r, respec­
tively. At each step of the algorithm, several pairs of 
branches in Tare tested against the hypothesis that a 
HGT has occurred between them. The considered HGT 
model works in both cases: 1) when the transferred gene 
supplants the orthologous gene of the recipient genome 
and 2) when the transferred gene, absent in the recip­
ient genome, is added 10 it. Thus, the original species 
phylogenetic tree T is gradually transformed into the 
gene phylogenetic tree T' by a series of SPR moves 
(i.e., HGTs). The goal is to find the shortest sequence of 
trees T, TI, T2, ... , r that transforms Tinto r. A num­
ber of necessary "evolutionary constraints" should be 
taken into account because poshdating a HGT requires 
that the source and destination species are contempo­
raneaus. For instance, the transfers within U,e same 
lineage (Fig. Ala in Appendix 1) and the transfers that 
are crossing as shown in Figure Alb--<l are leading to 
inappropriate HGT scenarios and must be prohibited 
(see also Maddison 1997; Page and Charleston 1995; or 
Hallett and Lagergren 2001). 
The problem of ca lcu la ting the SPR distance is known 
to be NP-hard for both rooted and unrooted trees. The 
first proof of NP-hardness, in the case of unrooted trees, 
was given by Hein et al. (1996), but was found to be in­
correct by AUen and Steel (2001), who showed that the 
related tree bisection and reconnection distance problem 
is NP-hard bu t fixed parameter tractable for lU'rooted 
binary trees. Then, Hickey et al. (200S) provided a cor­
rect complete proof of the NP-hardness in the case of 
unrooted trees. On the other hand, Bordewich and Sem­
ple (2004) proved the NP-hardness of the computation 
of the SPR distance for rooted binary trees. 
We consider 4 optimization criteria that can be used 
to select the best HGT at each algorithmic step. The first 
of them is the LS function. Il is computed as foUows: 
LS = 'LI)dU,}) - 0U,M, (1) 
where d(i,il is the patristic distance between the leaves 
(i.e., species or taxa) i and j in the species tree T (or in 
U,e transformed species tree h obtained from T after 
U,e SPR operation number k) and o(i,}) is the patristic 
distance between i and j in the gene tree r. The second 
criterion that can be used for assessing the discrepancy 
between the species and gene phylogenies is the RF 
topological distance (Robinson and Foulds 1981). This 
distance equals to the minimum number of elementary 
operations, consisting of merging and splitting nodes 
necessary to transform one lree into the other. The third 
considered criterion, the QO, is the number of quartets, 
subtrees induced by 4 leaves, that differs between the 
compared Irees. We can use these criteria as follows to 
determine the best HGT. When several transformations 
of the species tree, consisting of SPR moves between 
its subtrees, are evaluated, the SPR move providing 
U,e minimum of the selected criterion computed for 
the transformed species tree TI and the gene tree T' is 
retained. 
The fourth optimization criterion is the BD defined 
as foUows. Without loss of generality, we assume that T 
and r are binary phylogenetic trees having the same set 
of leaves. A bipartition vector (i.e., split or bipartition) of 
the tree T is a binary vector induced by a branch of T. Let 
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FIGURE 1. Trees T and rand their bipMtibon tables. Each line of the bipartition table corresponds. 10 an internitt britnch of the lree. Arrow~ 
indicale the associations berween the bipartition vectors in the 2 tables. V"lue in bold close to e~ch veclor represents the nssocialed distance. 
BT be the bipartition table of the "internal branches" of 
the tree T (i.e., the table including all bipartition vectors 
induced by internai branches of T) and BT' be the bipar­
tition table of the internal branches of the tree r. The bi­
partition dissimilarity bd between T and r is computed 
as follows: 
bd = (", Mill (Mill(d(a, b); d(a, li)))o bEBT' 
nE lIT (2) 
+ I: Mill(Mill(d(b,a) ;d(b,Q)))) /2,
nE lIT 
bEBT' 
where d(a, b) is the Harruning distance between the bi­
partition vectors a and b, and Q and li are the comple­
ments of a and b, respectively. Such a measure represents 
a refinement of the RF metric, which takes into account 
only identical bipartitions. 
For instance, the BD between the trees T and r with 6 
leaves (Fig. 1) is computed as follows: bd(T, T')=((2+ 1+ 
2) + (2 + 1 + 1»/2 = 4.5. Here, the minimum of the Ham 
ming distance between the bipartition corresponding to 
the branch a and all the bipartition vectors in BT' is 2. 
It is the distance between the vectors a and J, and a and 
d (in Fig. 1, only the association between a and! is pre­
sented by an arrow). For the bipartition h, this distance 
is 1 (the distance between b and d) and for the biparti­
tion e, this distance is 2 (the distance between e and dl. 
In the same way, the minimum distance between the bi­
partition e and ail the bipartitions in BT is 2 (with b), for 
the bipartitionf, this distance is 1 (also with b), and for 
the bipartition d, it is 1 (with b). 
This example shows that several bipartition vectors 
of the fust bipartition table can be associated with the 
same bipartition vector of the second table; for example, 
d, e, and f are associated with b (or b), and both b and 
e are associated with d (Fig. 1). Moreover, the BD is not 
a1ways a metric. For trees with 5 or more leaves, one can 
exhibit 3 tree topologies for which the triangle inequal­
ity does not hold. Propositions 1 and 2 below (their 
proofs can be found in online Appendix 1 available 
from http://www.sysbio.oxfordjoumals.orgl) establish 
some interesting properties of the BD. Thus, Proposition 
1 states the sufficiency condition ensuring that a BD 
satisfies the triangle inequality (and is a metric), whereas 
Proposition 2 establishes the maximum values of 130 de­
pending on the number of tree leaves. The bipartition a 
of a tree T is associated with the bipartition b of the tree 
r (this association is denoted by a -) b) if the Harruning 
distance between the bipartition vectors corresponding 
to a and b is the smallest among ail possible distances 
computed between a and all the bipartition vectors of T'. 
Proposition 1 lei T" T2, alld T3 be phylogelletie trees wi/h 
the same IIl/mber of ill/ernal branehes alld the same sets of 
leaues. Theil, if 
1.	 For allY 2 bipartitions, a alld bfrom differelll trees: a -+ 
b implies that b -+ a and 
2.	 For allY 3 bipartitiolls, a E T" b E T2, alld 
e E T3 :a -+ b alld b --7 e implies that a -) e, 
thell the tria ligie illeql/ality, bd(T T2) ~ bd(T T3) + 
bd(h T3), holds. " " 
Proposition 2 The uaille of the BD betweell 2 phylogelletie 
trees 011 the same sets of Il leaues ra liges from 0 ta n(n - 3)/2 
ifll is euell alldfrom 0 la (II -1)(11 - 3)/2 ifn i.s odd. 
Hellris/;e Aigori/hmfor Predietins HGTs 
ln this section, we disclIss the main features of the 
new «Igorithm for inferring HGTs. Consider a HGT in 
the species tree T going from a to b and transform.i.ng it 
into the tree T, (Fig. 2). The following constraint is pos­





FleURE 2 Sttbtree conslraint: The transfer bet\veen Ù'le branches 
(;c,y) and (z, w) in thespecies tree Tisallowed if and only if lhecluster 
rooled by the branch (x,a), and regrouping bath a(fecled subtTees, is 
presf!nt in the gene !Tee. Throughoullhe article, a single tTee branch is 
depicted by a plane line and Ct palh is depicled by a Wc1VY line. 
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and (z, w) of the species Iree T, the dusler (Le., clade) 
consisting of the subtree 1'00ted by the branch (x, a), and 
including the vertices y and w in the tree TI, must be 
presenl in the gene tree T'. 
Such a constrainl, called here the "subtree constrain l," 
enables us to arrange fusl the lopological conflicts be­
tween T and T', which are due 10 the transfers between 
the c10sesl anceslors of the contemporary speeies, and 
which are easier 10 detect, and then identify Ihe HGTs 
thal occurred deeper in the phylogeny. Moreover, the 
use of the subtree constrainl aUows uS 10 lake inlo 
accounl aulomatically aU required evolutionary con­
slrainls (Fig. Al) because both sublrees involved in Ihe 
HGT have to be present in the gene tree T' a, well as 
the new sublree thal they form afler the Iransfer (Fig. 2). 
Indeed, if the same lineage HGTs (Fig. Ala) or the 
transfers crossing in a way presenled in Figure Al(b-d) 
were permilled, Ihe sublree constrainl would nol 
hold (the reader is referred to the Discussion section 
where ail advanlages broughl by this conslrainl are 
summarized). 
The 2 folloWLng theorerns eSlablish sorne properties of 
bipartitions in the conlexl of HGTs satisfying the sub­
Iree conslrainl. These properties are used in the HGT 
delection aJgorithm described below. The proofs of both 
theorems are presenled in online Appendix 1. 
Theorem 1. If the newly formed subtree Sub'l'" resulti"g 
from the l-IGT !i.e., the subtree rooted by the branch (x,a) in 
Fig. 2) is present in the gene tree T', and the bipartition vector 
associated with the branch (x, XI) in the tmnsformed species 
tree TI !Fig. A2) is present in the bipartition table of T', then 
the HGT from (x,y) ta (z, w), transforming Tinto TI, is a 
part ofa minimum Cosl HGT scenario transfonl/ing T il110 T' 
and satisftjing Ihe sublree conslraint. 
Theorem 2. If the l1ewly formed subtree Subyw resultil1g 
from the HGT (i.e., the subtree rooted mj the branch (x, a) 
il1 Fig. 2) is present in the gel1e tree T', and ail the bipartitiol1 
vectors associated with Ihe branches of the path (x', z') il1 the 
tral1sfomled species tree TI !Fig. A2) are present il1 the bipar­
tition table of T', and the palh (x', z') in TI cOl/sists ofat least 
3 branches, then the HGT from (x,y) la (z, w), lral/sform­
il1g T inlo T" is a pari ofany minimum cast HGT scenario 
tral1sformil1g T il1to T' al1d satisft}il1g the sllblree cOl1slrail1t. 
The main sleps of the algorithm inlended 10 pro­
vide a minimum cosl SPR transformation of Ihe given 
species tree into the given gene tree are the follow­
ing (the scheme of this algorilhm is also presenled in 
Appendix 2). 
Preliminary slep.-Infer Ihe species and gene Irees, de­
noted respectively by T and T', whose leaves are labeled 
with the same set of Il speeies. Both trees must be rooled 
depending on biological evidence. If no plausible evi­
dence for rooting the species and gene trees is available, 
the outgroup Or midpoint strategies can be used to rool 
the Irees. The correct tree rooting is essential because 
a misplaced root in Ihe speeies or gene tree will lead 
10 false positive and false negative HGTs. If Ihere ex­
ist identical subtrees wilh 2 or more leaves belonging 
10 boU, T and T', reduce the size of the problem by 
replacLng Ihe identical sublrees by the same single 
auxiliary branch in both T and T'. 
Slep k.-Consider ail possible HGTs behveen pairs of 
branches in the species tree h-I (To = T al Step 1), 
except the transfers between adjacent branches and 
those violating the sublree conslrainl. Among ail eligi­
ble (i.e., satisfying the sublree constraint) HGTs, look 
for those satisfying the conditions of Theorem 2 firsl 
and Theorem 1 second. Carry Oui the SPR moves cor­
respondLng 10 these HGTs, Ihus lransforming Ihe Iree 
Tk- 1 inlo the tree h. If no such HGTs exisl, carry oui 
aU SPR moves corresponding 10 U,e transfers satisfying 
the subtree conslrainl. Hence, at each slep, multiple 
SPR moves (i.e., multiple HGTs) can be carried ouI. 
The direction of each HGT is determined using the se­
lected optimization criterion that can be in our case: 
LS, RF, QD, or BD. Among 2 opposite HGTs, choose 
the transfer that minimizes the value of the selected 
optimization criterion compuled for U,e transformed 
species tree Tk and gene tree T'. Reduce lhe size of 
the problem by coUapsing the newly formed sub­
Iree(s) in the transformed species tree h and Ihe gene 
tree T' 
Stopping Conditiol/, Time Complexily, al1d !dIe Tral1sfer 
Elimil1atiol1 Procedure 
The procedure stops when Ihe RF, LS, QD, or I3D 
coefficient equals zero. Because of the progressive size 
reduction of the speeies and gene h'ees and possibil­
ity of identifying multiple HGTs al each step, the time 
complexity of the proposed algorithm is O(kn3 ) to infer 
thal k transfers to reconcile a pair of species and gene 
phylogenies with Il leaves. Once the species and gene 
Ii'ees are reconciled, a backward procedure for eliminat­
ing the idJe transfers (an idle, Or red undant, transfer is 
the transfer whose removal from the obtained scenario 
does not change Ihe topology of U,e resulting gene tree) 
is carried out. For inslance, given the HGT solution 
shown in Figure 6, the transfer behveen Melhal1occo­
CliS jal1l1aschii and the 5-laxa c1uster below including 
Archaeogloblls flligidlls, and performed as HGT nllmber 
4, wou Id be an idle transfer (i.e., U1.is HIS would be 
canceled by SPR moves 4 and 5 presented in Fig. 6). If 
a k-transfer scenario was fOllnd by the olgorithm, the 
backward elimination procedure first tests (k-l) possible 
subscenarios of HGTs such that Ln which of them, one 
of the initiaUy found transfers is eliminated. If no one 
of the (k-l) subscenarios leads to the same gene tree, 
then the procedure stops wilhoul eliminating HGTs. 
Otherwise, the first subscenario with (k-l) HGTs that 
leads to the same gene tree is relained, and ail subsce­
narios with (k-2) HGTs are tested in the similar way. 
The procedure stops when nO more idle HGTs can be 
found. 
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Proposition 3 If the sllbtree canstraint is applied at 011 steps, 
then: 
1.	 The described HGT detection a/garilhm has at masl n ­
3 steps, and "eeds at mast n - 3 HGTs (i.e., n - 3 
SPR moves), to transform a binary speeies Iree T with 
n leaves into a binanj gelle tree T with the sorne set of 
leaves and 
2.	 The gene tree T' is always recovered at the last step of 
the algorithm (i.e., Tt = T, assllming Step kwas the 
lasl slep of the algarithm) whateller the seleeled opti­
mization crilerion (RF, LS, QD, or BD). 
The proof of this proposition is based on the fact that 
the maximum number of internal branches in a phylo­
genetic tree with Il leaves is n - 3 and that each SPR 
move satisfying the subtree constraint crea tes at least 
one new internai branch in the transformed species tree 
(e.g., branch (x, a) in Fig. 2), existing already in the gene 
tree T'. Also, whereas the topologies of the transformed 
species tree and the gene tree T are different, there 
exists at least 2 SPR operations (inducing opposite 
HGTs), satisfying the subtree constraint, that can be 
carried out. The reader is also referred to Bordewich et 
al. 2009, theorems 3.1 and 4.1, where the authors prove 
the existence of a sequence of SPR moves, transform­
ing Tinto T, in a way that any foUowing tree Tp in 
the sequence is obtained from Tp - i by a single SPR 
operation and RF(Tp, T) < RF(Tp_ i , T) (or respectively, 
QD(Tp , T) < QD(Tp - 1, T». Even though the subtree 
constraint is not stated in Bordewich et al. (2009), it is 
impliciUy used in the theorem's proofs. The presence of 
such a sequence of SPR moves is harder to prove the­
oretically in the case of LS and BD, but the results of a 
simulation that we conducted for this purpose suggest 
that il should exist for the 2 latter measures as weil. 
HGT Bootstrap Validation 
Bootstrap analysis is used to place confidence 
intervals on internai branches of phylogenetic trees 
(Felsenstein 1985). Here, we ex tend the HGT bootstrap 
validation procedure, initiaUy proposed in Makarenkov 
et al. (2006), to assess the bootstrap support of inferred 
HGTs. The 3 following strategies can be adopted to 
evaluate the reliability of the obtained HGTs. 
First, the sequence data used to build both species and 
gene trees are pseudoreplicated. The species and gene 
trees are inferred from pseudoreplicated sequences by 
the same tree inferring method used to reconstruct the 
original species and gene trees. Thus, for aU the HGTs 
being part of the original scenario, we verify if they 
appear in the HGT scenarios generated with the trees 
inferred from pseudoreplicates. This verification is car­
ried out by comparing the corresponding SPR moves. 
ln this study, 2 HGTs (or SPR moves) were considered 
as equal if and only if both donor branch (e.g., branch 
(x, y) in Fig. 2) and recipient branch (e.g., branch (z, w) 
in Fig. 2) bipartitions were equivalent in both transfers 
(Le., the topologies of the donor and recipient subtrees 
could be different, but the species content within them 
was the same in both compared HGTs). An alternative, 
and stricter, definition would consider that 2 HGTs are 
equal if and only if the donor and recipient subtrees are 
identical in both transfers (i.e., the RF distance between 
them equals 0). Because both species and gene data 
are pseudoreplicated, such a strategy usually provides 
low HGT bootstrap scores, especialJy for bad Iy resolved 
phylogenies. Il is worth noting that not aU pseudorepli­
cated data sets give rise to the species or gene tree whose 
root branch induces exactly the same root bipartition as 
that of the original species or gene tree does. If a branch 
inducing the bipartition identicaJ to the root branch of 
the reference tree does not exist in the pseudoreplicated 
lree, then the root of the pseudoreplicated tree can be 
placed to the branch inducing the c10sest bipartition, in 
terms of the Hamming distance, to that induced by the 
root branch of the corresponding original (species or 
gene) tTee. Such a root positioning strategy is intended 
to reduce the number of HGTs detected with the pseu­
doreplicated data (an alternative strategy could utilize 
an olltgroup or a midpoint to root the pseudorepli­
cated trees). 
Second, only the sequence data used to build the 
gene tree are pseudoreplicated. The sequences used to 
build the species lree are not resampled. The species tree 
is taken as an a priori assumption of the method and 
held constant. ln this case, we have to verify that the 
species tree has a high reliability (e.g., high bootstrap 
scores). For instance, the species tree can be inferred 
using appropriate taxonomie information available at 
the NCBI (The NCB! Handbook 2002) or Tree of Life 
(Maddison and Schulz 2004) Web sites. The situation 
when the bipartition corresponding to the root branch 
of the original gene tree is not found in the tree inferred 
from pseudoreplicates can be treated in a similar way to 
the previous case. This bootstrap strategy usually yields 
higher HGT bootstrap scores than the first one. 
Third, HGT bootstrap between 2 tree topologies can 
be carried out. In contrast to the traditional bootstrap 
that needs sequence data to compute bootstrap scores, 
HGT bootstrap can be performed even though only the 
topologies of the species and gene trees are available. 
Precisely, we can first execute our program with the 
exhaustive search option, provicUng the list of aU mini­
mum cost HGT scenarios; this option is also available in 
the LatTrans program (Hallett and Lagergren 2001). It 
has an exponential time complexity with respect to the 
number of HGTs. ln our strategy, this option consists of 
checking ail possible SPR moves satisfying the subtree 
constraint but not only those minimizing at each step 
the value of the selected optimization criterion. Once 
the Iist of ail possible minimum cost HGT scenarios 
is established, we can compute HGT bootstrap scores 
by eshmating the occurrence rate of each HGT in this 
list. 
When the species or gene sequence data are available, 
the combination of the described stralegies (1 and 3) or 
(2 and 3) can be also carried outto assess HGT bootstrap 
support. ln a generaJ case, Formulas 3 and 4 can be used 
to compute the bootstrap score HGT_BS of the transfer t: 
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HGTJ3S(t) = (L L ( L (5t~(t) x 100%))1(NT x N;), and (3) 
1~I$NT I$.Î'SN.,.. l$k$.N'J '1 
_ {1 if t is in the minimum cost scenario k for the species tree Ti and gene tree T;, 
CJk,;j(t)- --.-------------------------'- ­ (4) 
o If not, 
where NT and NT are, respectively, the number of 
species and gene trees generated from pseudoreplicates 
and Nif is the number of minimum cost scenarios ob­
tained when carrying out the algorithm with the species 
tree T, and gene tree Ti. The bootstrap score of a HGT 
scenario can be defined as a product of aU individual 
bootstrap scores found for the transfers being part of 
this scenario. A comparison of the proposed bootstrap 
validation technique with the HGT support assessing 
method included in the "PhyloNet" package (Than et al. 
2008a) is provided in the next section. 
SIMULATION STUDY 
Simulation Design 
A Monte Carlo study was conducted to test the abil­
ity of the new algorithm to recover correct HGTs. Two 
types of simulations were conducted: In the first one, 
we considered gene trees with varying confidence lev­
els (their average bootstrap SCOres ranged from 60% to 
100%), whereas in the second, gene trees were assumed 
not to contain uncertainties and the simulations were 
carried out with tree-like data onJy (species trees were 
assumed to be known in both types of simulations). 
We examined how the new algorithm performs depend­
ing on the selected optimization criterion (including LS, 
RF, QD, and BD), the number of obselved species, and 
the numbcr of HGTs. Then, the delaiJed comparison 
with the LatTrans (Hallet! and Lagergren 2001) and 
RIATA-HGT (Nakhleh et al. 2005; Than and Nakhleh 
2008) algorithms was carried out using the optimization 
strategy based on BD, which yielded the best results 
among the 4 competing optimization strategies. The 
simulation procedure included the 4 basic steps de­
scribed below. 
FUst, a binary species tree T was generated using the 
random tree generation procedure proposed by Kuhner 
and Felsenstein (1994). The branch lengths of T were 
computed using an exponential distribution. FoUowing 
the approach of Guindon and Gascuel (2002), we added 
some noise to the branches of the species phylogeny to 
create a deviation from the molecular c10ck hypothesis. 
Ali branch lengths of Twere multiplied by 1 +ax, where 
the variable x was obtained from an exponential distri­
bution (P(x > k) = exp( -k») and the constant a was a 
tuning factor for the deviation intensity. As in Guindon 
and Gascuel (2002), the value of a was fixed 10 0.8. The 
random trees generated by this procedure had depth of 
O(log(n)), where n is the number of species (i.e., number 
of leaves in a binary phylogenetic tree). 
Second, for the first type of simulations onJy, where 
the gene tree was supposed to include uncerlainties, 
we used the "SeqGen" program (Rambaui and Grassly 
1997) to generate DNA sequences along the branches of 
the species tree T constructed at the fust step. Because 
SeqGen gives as resull only the sequences associated 
with the tree leaves, we also wrote a program allow­
ing us 10 identify aU the sequences associatcd with the 
internai nodes of the species phylogeny. The SeqGen 
program was used with the HKY model of nucleotide 
substitution, mode) of rate heterogeneity assigning dif­
ferent rates to different sites according to a gamma 
distribution (with the shape parameter equal to 1.0 and 
TS/TV ratio equal 10 2.0). These settings were selected 
in order to rendel' the simulation parameters similar to 
those used in the Examples section. The DNA sequences 
with 100, 500, 1000, 5000, and 10,000 nucleotides were 
generated. 
Third, for each species tree T, we, in tmn, gener­
ated gene trees with the same number of leaves by 
performing a fixed number of random SPR moves (rep­
resenting HGTs) of its sublrees. A model satisfying the 
evolutionary constraints (Fig. Al) was implemented 10 
generate randoln HGTs. For each species tree, the gene 
trees encompassing different numbers of HGTs, vary­
ing from 1 to 10, were generated. In the first type of 
simulations where the sequence data were analyzed, 
we proceeded as foUows: Alter each SPR operation, we 
regenerated, using SeqGen, the sequences associated 
with ail the nodes of the subtree being moved. This 
regeneration started from the root sequence of this sub­
tree, which was set equal 10 the sequence associated 
wi th the internaI node, closest to the tree root, of the 
recipienl branch. For each sequence length, different 
substitution rates were simulated. Various tree heights, 
obtained by means of the branch lengths adjustment, 
were considered in order to attain the variations of 
the substitution rate (see Posada and Crandall 2001 for 
more detail). These variations led to the gene trees with 
different average bootstrap scores, ranging from 60% 
to 100%. For instance, for the gene trees with 50 leaves 
and ONA sequences with 1000 nucleotides, the aver­
age branch length of 4.3 was necessary to obtain the 
average bootstrap score of 100%, whereas the average 
bootslrap score of 60% corresponded to a much shorter 
average branch length, equal to 0.08. To obtain a neces­
sary average branch length of a gene tree, we divided 
bya predefined constant value aU branch lengths of the 
corresponding species tree, which were computed at 
Step 1. Using the "Seqboot" program from the PHYLIP 
package (Felsenstein 1989), we created 100 replicates 
of each generated data set. The ML trees were then in­
ferred from the original and replicated sequences using 
the PHYML (Guindon and Gascuel 2003) method. All 
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FIGURE 3. Percentage of instances the algorîthms recover correct 
HGTs for Ihe gene tTees with the confidence levels: ë') 60-70%, b) 70­
80"/0, c) 80-900/1}/ and ct) 90-100%, Each reported value represents the 
average result obtained for random trees with la, 20, ... ,100 leaves and 
DNAsequences wilh 100,500, 1000, 5000, and 10,OOOnllcleotides; 1000 
repliCilles were generated for each combination (tree size, sequence 
length, and substitution rare) {or Ihe LS-, RF-, QD-, and BD-based 
algorithms and 100 repliuues for each combination for LatTrans. 
the PHYML parameters were identical to those used 
in SeqGen. AU the phylogenies inferred from DNA se­
quences were then classified into 1 of the 4 categories 
(intervals: 60-70%,70-80%, 80-90%, and 90-100"10), de­
pending on their average bootstrap score (the PHYML 
program also aIIows users to compute bootstrap scores). 
The gene trees whose bootstrap scores were lower 
than 60% were ruled ouI. A uniform distribution of 
trees within each of the 4 confidence intervals was 
attained. 
Fourth, the results illustrated in Figures 3, OAS, OA6, 
OA7 (in online Appendix 2), and 4 were obtained from 
simulations carried out with random binary phyloge­
netic trees "vith 10,20, ... , 100 leaves. For each tree size, 
number of HGTs, sequence length, and substitution rate 
(the last 2 parameters were considered only in the sim­
ulations with sequences), 1000 replicated data sets were 
generated (with an exception of LatTrans in the Case of 
Fig. 3). ln the simulations with both sequence and tree­
like data, the 4 HGT detection strategies based on LS, 
RF, QD, and BD, as weil as the exhaustive search Lat­
Trans algorithm, were compared (see Figs. 3, OA4, OAS, 
and OA6). Then, the BD-based strategy was compared 
(Fig. 4) with the RIATA-HGT algorithm (in the latter 
case, the comparison was also cond ucted for nonbinary 
trees). 




First, we compared between them the 4 algorithrnic 
strategies discussed in the article in the simulations with 
sequence data. The behavior of the HGT detection rate 
versus the number of HGTs is presented in Figure 3. The 
performances of the LS-, RF-, QD-, and BD-based algo­
rithms, and those of LatTrans, are presenled separately 
for each of the selected confidence intervals of the gene 
tree (i.e., 60-70%, 70-80%, 80-90%, and 90-100%). The 
HGT detection rate (i.e., true positives) was measured 
as a percentage of recovered transfers present in the 
generaled HGT scenario. The BD-based algorithm was 
generally more accurate than the LS-, RF-, QD-based 
strategies, and LatTrans in terms of HGT detection rate 
(Fig. 3). lis performances are more noticeable for the 
gene trees with higher confidence levels, ranging from 
80% to 100% (Fig. 3c,d), when compared with the LS-, 
RF-, and QD-based strategies, and for the gene trees 
with lower confidence levels, ranging from 60% to 80% 
(Fig. 3a,b), when compared with LatTrans. lnterestingly, 
the BD- and LS-based algorithms as weil as LatTrans 
provided very similar results when the number of HGTs 
was low. For the gene trees with the highest confidence 
level (Fig. 3d), the BD-based strategy and LatTrans 
yielded very stable results, which were usually better 
than those given by the QD- and LS-based algorithrns. 
However, for the gene trees with lower average bool­
strap support (Fig. 3a--e), the LS-based strategy usuaUy 
outperforrned its QD and RF counterparts and sorne­
times showed the resul ts tha t were very close to those 
given by the IlD-based algorithm and LatTrans. Not 
surprisingly, the RF-based algorithm was usually worse 
of the S compared techniques regardless of the gene tree 
confidence level and number of HGTs. 
Second, we studied the behavior of the LS-, RF-, QD-, 
and BD-based algorithms under the conditions of cor­
rectness of the gene tree (i.e., tree-like data). Figure 
OASa (online Appendix 2) depicts Ùle average HGT 
detection rates corresponding to the 4 considered 
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optimization strategies. Figure OA5b depicts the accu­
racy of the 4 algorithmic strategies in terms of recovery 
of the complete generated HGT scenario. For both con­
sidered criteria (Fig. OA5a,b), the algorithmic strategy 
based on BD c1early outperformed the strategies based 
on RF, LS, and QD. The results obtained with QD im­
prove as the number of HGTs increases (Fig. OA5a), and 
they are only slightly inferior to those obtained with BD 
as to the identification of the complete HGT scenario 
(Fig. OASb). The RF distance was the worse among the 
4 competing strategies in terms of both HGT detection 
rate and identification of total number of transfers. The 
performances of the BD-based algorithmic strategy were 
more remarkable in terms of HGT detection rate. 
Detailed Comparison with LatTrans 
Third, the algorithmic strategy based on BD was 
compared with the LatTrans algorithm in the case of 
tree--like data. The comparison of these distance-based 
algorithms was conducted in terms of HGT detection 
accuracyand running time. The time complexity of the 
exhaustive search LatTrans algorithm is 0(2"112 ), where 
T is the number of transfers and n is the number of tree 
leaves (Hallett and Lagergren 2001). Figme OA6 (a-f 
in online Appendix 2) depicts the aceuracy of both al­
gorithms depending on the number of tree leaves and 
number of generated transfers. The diagrams in Fig1.lre 
OA6 (a,b) present the true HGT detection rate depend­
ing on the number of leaves and generaled HGTs. As 
LatTrans should provide as solution a list of all min­
imum cost HGT scenarios, we always picked up the 
first one of the list to compute the LatTrans HGT de­
tection rate (according to Beiko and Hamilton 2006, 
LatTrans can, however miss 50me minimum cost HGT 
scenarios in large phylogenies). Not surprisingly, the 
detection rate increases as the number of leaves grows. 
Regarding the detection rate versus number of leaves, 
LatTrans slightly outperformed the BD-based algorithm 
(Fig. OA6a) for the trees with 5G--70 leaves, whereas 
our algorithm was better in ail other cases. Regarding 
the detection rate versus number of HGTs (Fig. OA6b), 
the BD-based algorithm was stronger for big numbers 
of HGTs (5-10) and weaker for small numbers (1-3). 
Figure OA6 (c,d) depicts the aceuracy of both algo­
rithms when we relax the condition of HGT correctness 
slightly. Such a relaxed criterion assumes that the al­
gorithm succeeds when it predicts the correct "total 
number" of HGTs (Hallett et al. 2004). When the total 
number of HGTs is recovered correctly, the only possi­
bility for not detecting the exact position or direction of 
some HGTs remains the existence of several minimum 
or near-minimum oost scenarios (if a near-minimum 
cost scenario is found). For instance, an opposite di­
rection transfer leading to the same solution (i.e., the 
same given gene tree) induces a variant of an identi­
cal cost scenario (see Maddison 1997 for more details 
on opposite transfers and Addario-Berry et al. 2003 
for a discussion on minimum and near-minimum cost 
scenarios). It worth noting that sometimes LatTrans 
generaled HGT scenarios not satisfying evolutionary 
constraints (e.g., in some cases, cyelic HGT scenarios, 
see Fig. Al(b-d), were found by this method). On aver­
age, the BD-based aJgorithm and LatTrans were able to 
predict the correct total number of HGTs in 91.1 % and 
92.5% of cases, respectively (Fig. OA6c,d). We also mea­
sured the percentage of instances when the compared 
algorithms were able to recover a complete generated 
HGT scenario (Fig. OA6e,f). A complete HGT scenario is 
recovered if all HGTs found by an algorithm are present 
in the generated scenario and their total number is 
also correct. Generally, tlle IlD-based algoritllm outper­
formed LatTrans in terms of complete scenario recovery. 
This advantage of the IlD-based algorithm is mainly 
due to the presence of HGTs, violating the discussed 
evolutionary constraints (Fig. Al), in some minimum 
cost scenarios generated by LatTrans. The polynomial 
time complexity of our algorithm and the improvement 
of its results, compared with LatTrans, as the number of 
leaves or HGTs increases (generally, a slight gain over 
LatTrans is provided for greater numbers of leaves and 
HGTs in terms of quality of the obtained transfers) make 
it particularly interesting for the analysis of large phylo­
genies encompassing many topological conŒcts due to 
HGT. 
Finally, we also compared the running time of the 2 
competing algorithms. As previously, the algorithmic 
performances were assessed with respect to the number 
of HGTs (Fig. OA7a in onJine Appendix 2) and num­
ber of tree leaves (Fig. OA7b). The simulations were 
carried out on a PC computer equipped with an Intel 
Pentium IV dual-core 3.2 GHz processor and 4 GB of 
RAM. The curves illustrated in Figure OA7 confirm that 
starting from 30-leave phylogenies and 7 HGTs, our al­
gorithm provides a very significant gain in the running 
time. 
COlllparison with RIATA-HCT, HorizStory, and EEEP 
Ùl addition to LatTrans (Hallett and Lagergren 2001), 
which is supposed to infer ail possible minimum cost 
HGT scenarios but is exponential in the number of 
transfers, various heuristic strategies have been recently 
developed to detect HGTs. Among the most popular 
heuristics, we mention HorizStory (MacLeod et al. 
2005), EEEP (Beiko and Hamilton 2006), and RlATA­
HGT (Nakhleh et al. 2005). Ali these algorithms are 
aimed at detecting HGTs by reconciling a given pair of 
species and gene phylogenies. 111e PhyloNet package 
(Than et al. 2008a) includes an extended implementation 
of the RlATA-HGT algorithm with several improved al­
gorithrnic techniques for computing multiple solutions 
and handling nonbinary trees (Than and Nak.hJeh 2008). 
The simulation results presenled in Than et al. (2007) 
and Than and Nak.hJeh (2008) suggest that the new 
version of RlATA-HGT significantly outperforms, in 
terms of speed, the HorizStory, EEEp, and LatTrans 
algorithms and performs at least as weU in terms of ac­
curacy. A new important feature recently added to the 
PhyloNet package is t11e estima tion of boolstrap support 
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FIGURE 4. HGT detection errar consisting of an ~ver~ge absolute difference between the tOlal number of generîlted ~nd recovered w'II\sfers 
for RIATA-HGT (white diamonds) and the BD-based algorithm (grey squares) depending on the rl) number of Iransfers and b) number of tree 
leaves. Each œported value represents the combined average result obt<lined for the sel of Tandom binary and nonbinaT)' s~cies lTees; 100 
binaryand 100 nonbinary spe(ies trees v\'ere generated for ea<::h pair of paramelers (number of HGTs and tree size). Running lime in seconds 
for the RIATA-HGT and BO-based algorithms depending on the c) number o( transfers and d) Il\lmber of tree leaves. 
of HGT branches (Than et al. 2008b). RIATA-HGT does 
not always recover the minimum cos! HGT scenario, 
but experimental resulls show very good empirical per­
formance on synthetic and biological data (Nakhleh 
et al. 2005). lt usually generates a multiple set of HGT 
scenarios of the same length and provides a consensus 
network for the obtained 50lutions. On the other hand, 
the simulation sludy conducted by Beiko and Hamilton 
(2006, table 1 and figure 4) to compare the performances 
of the HorizStory, EEEp, and LatTrans algorithms con­
firms that LatTrans c1early oulperforms HorizStory and 
EEEP in terms of HGT detection aceuracy. For instance, 
for the trees with 5-20 leaves, the 3 competing methods 
demonstrated almost perfect HGT recovery (90-100% 
recovery rates), but for larger trees (30-100 leaves), the 
performances of HorizStory and EEEP dropped signifi­
cant/y (table 1 in Beiko and Hamilton 2006 reports that 
for the trees with 100 leaves, the HorizStory average 
recovery rate is 33.3%, that of EEEP is 70%, and that of 
LatTrans is 96.7%). Consequenlly, we decided 10 com­
pare the proposed BD-base<! tecJmique to RIATA-HGT 
(version 1.6), which has a number of common features 
with our algorithm (e.g., handling nonbinary trees and 
estimating HGT bootstrap support) and has been 111e 
most powerful polynomial-time heuris tic in terms of 
both accuracy and running time. 
The comparison with RIATA-HGT was conducted on 
tree-like data in terms of HGT detection accuracy and 
running time. Figure 4(a-<1) depicts the performances 
of the RIATA-HGT and BD-based algorithms with 
respect to the number of tree leaves and generated 
transfers. The simulations were carried out with both 
binaryand nonbinary trees, and the results presented in 
Figure 4 are the combine<! results obtained for both 
types of trees. First, the species and gene tree data 
were generated as described above. Second, for the 
simulation with the nonbinary trees only, sorne nodes 
of the bina l'y species trees were merged in order to 
obtain multifurcations. The number of merging oper­
ations was selected randomly and varied from 1 10 
n - 3 for a binary species phylogeny with n leaves. 
In total, 100 binary and 100 nonbinary species trees 
were generated for each pair of parameters: Number 
of HGTs, which ranged from 1 to 10, and Tree size, 
which ranged from 10 to 100, with a step of 10; gene 
trees were al ways binary. The generated benchmark 
!Tees used in these simulations can be downloaded from 
hllp:/ /www.labunix.uqam.ca/-makarenv /Sim ulation_ 
trees.zip. Figure 4(a,b) depicts the HGT detection error 
consisting of an average absolu le difference between 
the total number of generated and recovered trans­
fers. Only nontrivial HGTs were taken into account 
in these simulations (trivial HGTs, possible in nonbi­
nary trees only, are the transfers between the adjacent 
branches having in common an interna! node of degree 
bigger than 3; they are only necessary to transform a 
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nonbinary tree in ta a binary one). Figure 4 suggests that 
the BD-based algorithm outperformed RlATA-HGT in 
terms of combined (bina l'y and nonbinary trees) HGT 
detection accuracy regardless of the number of leaves 
and generated Iransfers. Although the results provided 
by the 2 algorithms were very similar for binary Irees, 
the BD-based algorithm c1early surpassed RlATA-HGT 
in the case of nonbinary trees. Moreover, the accuracy 
of the BD-based algorithm improves as the number of 
teee leaves grows (Fig. 4b), whereas that of RlATA-HGT 
remains unstable (mainly due ta its bad performance in 
the case of nonbinary trees). In terms of running lime, 
the advantage also goes ta the BD·based algoritlun 
regardless of the number of leaves and generaled trans­
fers (Fig. 4c,d). The compacisori of the results provided 
by the RIATA-HGT and BD-based algocitluns for bath 
real da ta sets considered in this article is made in the 
Examples section. 
Than et al. (2008b) aJso proposed a method, now in­
c1uded in the PhyloNet package, for assessing the sup­
port of HGT branches. Figure OA8 (online Appendix 3) 
presents an illustration of compuling the support value 
of a HGT branch by RlATA-HGT (see also fig. 8 in Than 
et al. 20OSb). In the latter study, the support of the HGT 
branch X --) Y added ta the species Iree is defined as the 
maximum bootstrap support of ail internai branches of 
the path linking the nades Z and X in the gene tree. The 
bootstrap supporl of the event X --) Y given by RlATA­
HGT in this case is 100%, disregarding the low boot­
strap support of 10% of the internai branch separaling 
the leaves Band 0 from the l'est of the tree. We think that 
the bootstrap scores of HGT events computed in this 
way are largely overestimated. Furthermore, this way 
of assessing the HGT bootstrap support does not take 
into account the topologies of the replicated gene phy­
logenies (the species phylogeny is assumed ta be fixed). 
A unique gene teee with the given boots!rap scores of 
its internai branches does not always encompass ail im­
portant features of the set of replicated trees that were 
used la calculate these scores. Even though the boot­
strap support of each clade is indicated in such a unique 
gene Iree, the key information, concerning the percenl­
age of occurrences when 2 clades affecled by a HGT 
evenl are present together in the replicaled gene trees, 
is missing. In our method, each replicated tree is tested 
in turn, and Ihe obtained HGT statislics are combined 
(see Formulas 3 and 4) la calculate HGT boolslrap sup­
port. For instance, the bootslrap score of the HGT event 
X --) Y (Fig. OA8) compuled by our melhod WOu Id be at 
mast 10%. 
EXAMPLES 
Detecting Horizontal Transfers of the Gene rpl12e 
We first examined Ihe evolution of the gene rpl12e 
for the 14 organisms of archaea originaJJy considered 
by Matte-Tailliez el al. (2002). The latter aulhors dis­
cussed the problems encounlered when reconstrucling 
sorne parts of the archaeal phylogeny and poinled oui 
the evidence of HGT events influencing the evolution 
of rpl12e. Matte-Tailliez et al. (2002) inferred the ML 
tree of the gene rpl12e (Fig. 5) for 14 organisms of ar­
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100 Ha/obacterium sp. 
FIGURE 5. ML phylogenelic rre~ for the protein rpl12e (89 pusitiun::;). Numbers c!0$e 10 branches are the ML boolstrclp scores obtained (rom 
the silmpled prolein sequences using the Seqboot and PromJ OlT model, Jones et al. 1992) programs (rom !.he PHYLlP pad,(lge (Felsenslein 
1989). The Ir.. lopology is idenliOlllo thal found by MoU"TaiUiez el al. (2002, fig. 3). 
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PyrobocuIum aeroph//um 
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M9lh8nobad9rium th8rmOfJulOirophicum 
FIGURE 6. Spe<ies lree (Milue-TaiUiez et al. 2002, fig. la) wilh 5 HGTs indicated b)' arrows. Numbers on HGTs indicate their order o( 
in{erence. HGl bootstrap scores are indicated near 10 the numbers of the correspondjng Hers. Arrows 4 and 5 depici the HGTs between the 
clades of Thermoplasmatales and Crenarchaeota origlnally predicled by Matie-Tailliez el al. (2002). HGTs wilh boo~ITap scores of 50%. or less 
are depic!ed by dashed arrows. 
undirected lines) based on the concatenated 53 ribo­
somal proteins (7175 positions). Calculation of the ex 
parameter values and other ML analyses, taking into 
account among-site rate variation and r-Iaw correc­
tion, for the 53 concatenated proteins were carried out 
by Matte-Tailliez et al. (2002) using the PUZZLE pro­
gram (Strimmer and von Haeseler 1996). Given the 
topological incongruence of the obtained phylogenies, 
the authors hypothesized a few cases of HGT of the 
gene rpl12e. More precisely, the case of the HGT be­
tween the clades of Thermoplasmatales (Ferroplasma 
acidarmanus and Thennoplasma acidophilmn) and Cre­
narchaeota (Aeropyrum pernix, Pyrobacullim aerophilum, 
and Slilfolobus solfataricus) was indicated as the most 
evident one. 
We !irst reconstructed from the original sequences 
the topologies of the gene (Fig. 5) and species trees 
(Fig. 6, undirected lines). The HGT detection was per­
formed with the algorithmic strategy based on the BD. 
Five transfers needed to reconcile the species and gene 
topologies were found (they are indicated by arrows in 
Fig. 6). The transfer between the clade of Halobaclerium 
sp. and HaloarClila marismortui and Methanobacterium 
thennoautotrophiCl/m was found in the !irst step. Ils boot­
strap support, computed by fixing the topology of the 
species tree and replicating the gene tree sequences, is 
55%. 
ln the second and third steps, we found the HGTs 
between PyrococClls horikoshjj and P furjoslls (Step 2) 
and between S. solfatariws and P. aerophillim (Step 3). 
Both these HGTs link closely related species and have 
low bootstrap scores of 31% and 38%, respectively. The 
low bootstrap scores of these HGTs can be explained 
by the possibility of the opposite HGTs leading, in both 
cases, to the same topological rearrangements as those 
induced by the obtained transfers. 
The HGTs 4 and 5 link the clade of Crenarchaeota 
to the organisms T. acidophillim and F. ncidarmanlls. The 
transfers between these 2 groups were also predicted by 
Matle-Tailliez et al. (2002). The identical direction and 
similar bootstrap scores of the HGTs 4 and 5 suggest that 
a unique HGT, instead of these 2 transfers, might take 
place between the clades of Thermoplasmatales and 
Crenarchaeota. It is worth noting that any algorithm 
based on the minimization of the SPR distance would 
find 2 transfers in this case. An intuitively unique HGT 
linking these clades was disguised most likely as a re­
suit of an .rtifact affecting the reconstruction of the gene 
tree (Fig. 5). For instance, if the organisms T. acidophillim 
and F. acidnrmanlls were neighbors (i.e., the leaves cor­
responding to these organisms were incident with same 
intemal vertex) in the gene tree, a unique HGT from the 
Crenarchaeota clade to the Thermoplasmatales clade, 
instead of HGTs 4 and 5 presented in Figure 6, would 
be sufficient to recover the correct topology of the gene 
tree. 
ln total, 4 minimum cost HGT scenarios were found 
for the considered species and gene trees. AU of them 
include HGTs 1, 4, and 5. However, the HGTs 2 and 3 
can be as presented in Figure 6 or go to the opposite 
direction; this aCCûunts for their low bootstrap scores 
computed using Formulas 3 and 4. 
For the example of the rpl12e data, RlATA-HGT found 
9 solutions, each of size 5 (Fig. OA9; online Appendix 3 
includes the input data and exact oulput data provided 
by RlATA-HGT). Five of these solutions contradict the 
same lineage constra.int (they include a HGT marked 
by [time violation?) in the program oulput), and 4 of 
them satisfy ail plausible evolutionary constraints. The 
solution represented in Figure 6 is among those 4 el­
igible solutions. The HGT bootstrap scores found by 
RlATA-HGT are indicated between the parentheses in 
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the program output (orùine Appendix 3). They are gen­
erally much higher than the corresponding bootstrap 
scores calculated by our method. For instance, the per­
lect 100% scores lor the HGTs 4 and 5 (Fig. 6) were lound 
by RIATA-HGT, despite the 79% score of the gene tree 
branch (Fig. 5) linking T. acidophilum and the clade 01 
Crenarchaeota. 
Detecting Horizontal Transfers of PheRS Synthe/ase 
Woese et al. (2000) analyzed from the evolutionary 
perspective the relationship 01 the aminoacyl-tRNA 
synthetases (AARSs) to their genetic code. They lound 
that the AARSs are very i.nformative about the evo­
lutionar}' process. Analysis 01 dillerent phylogenetic 
trees lor a number 01 considered AARSs revealed the 
10Uowing leatures: The AARSs evolutionary relation­
ships are mostly conlorm ta established organismal 
(i.e., species) phylogeny; a strong distinction exists be­
tween bacterial and archaeal types 01 AARSs; horizontal 
transler 01 AARS genes between bacteria and archaea is 
asymmetric: HGT 01 archaeal AARSs 10 the bacteria is 
more prevalen t than the reverse. 
We examined the evolution 01 the PheRS sequences 
lor the set 01 32 organisms considered by Woese et al. 
(2000, fig. 2), including 24 bacteria, 6 arcbaea and 2 
eukarya. As suggested by the latter authors, it is tempt­
ing to view tbe evolution of aminoacyl-tRNA synthesis 
Irom top to bottom as a HGT study. The PheRS phyloge­
netic tree inlerred with PHYML (Guindon and Gascuel 
2003) is shawn in Figure 7. This tree is slightly difler· 
ent lrom that obtained by Woese et al. (2000, fig. 2). 
The biggest diflerence consists 01 the presence in the 
phylogeny in Figure 7 01 a new clade lormed by 2 eu­
karya (Homo sapiens and Saccharomyces cerevisine) and 2 
archaea (A. fulgidus and M. Ihermoalliotrophicum). This 
4-taxa clade, not appearing in the consensus tree (not 
shawn here), has a low bootstrap support and is proba· 
bly due ta tree reconstruction artifacts. 
PheRS is the orùy class Il synthetase in the NUN 
codon group, and it has no close relatives within that 



























FIGURE 7. Phylogeneti<: tree of PheRS sequences. Protein sequences \Vith 171 bilS€S were ôligned using ClustalW (Thompson et al. 1994). 
Additional alignment opl.îmization was perfonned witil MUST (Philippe 1993). 6adlyaligned reg ions were removed Hsing G810cks (Ûlslresana 
2000); 160 bases were (onserved. The ML tree was then inferred \Vith PHYML (Guindan and GascueI2003) using r-lrtw (orrc(tion. 800tstTrtp 
scores above 60% are indîcated. Tree was rooLed between the bacteriil and the archaeil plus eukarYéI. The sequence idenûners (orrespond to 
organisms reporled in mble 2 of Woese el al. (2000). 
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significant length differences dislinguish the bacte­
rial subunits from their archaeal counterparts (Woese 
et al. 2000). PheRS shows the classical canonical pattern, 
the only exception being the spirochete (i.e., Borre/ia 
bllrgdorferi and Treponema pallidllm) PheRSs. They are of 
the archaeal, not the bacterial, genre and seem to be 
specifically related to P. horikoshii within that grouping 
(see fig. 7 or fig. 2 in Woese et al. 2000). The sequence 
signature analysis confirms this facl. 
The species phylogeny corresponding 10 the NCBI 
(The NCBI Handbook 2002) taxonontic classification 
was also constructed (Fig. 8, undirected lines). Note 
that in this case, the species phylogeny is not a fully 
resolved tree; it con tains 5 internaJ nodes of degree 
bigger than 3. The 7 nontrivial HGTs (see the previous 
section for the definition of a trivial transfer) wi th their 
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FIGURE 8. Nonbinary species phylogeny (undirected lines) COITe­
sponding to the NCBI taxonomie classification for the 32 organisms 
{rom Figure 7. The 7 nontriviaI HGTs (indicated by arrows), including 
4 HGTs wilh bootstrap scores above 50% (solid arrows) and 3 HGTs 
\Vith bootsh"ilp score lower than 50% (da~h~ arrows) were found. 
HGT bootstrap scores are indicaled near 10 the numbers of the cor­
responding HGTs. 
in Figure 8. In total, the algorithm found 17 HGTs in­
c1uding 10 trivial transfers that are nol presented here. 
The transfer number 6, having the bootstrap support 
of 86%, links the organism P horikoshii and the clade 
of spirochetes, including B. bllrgdorferi and T pallidllm. 
This bootstrap score is very close to the biggest possible 
score of 88% that could be obtained for this HGT (see 
the corresponding 3-taxa clade in the PheRS phylogeny 
shown in Fig. 7). This lransfer confirms the hypothe­
sis that the PheRS gene of spirocheles was involved 
in HGT. On the other hand, the low HGT bootstrap 
scores of the 3 nontriviaJ HGTs (1, 3, and 5 shown by 
dashed arrows in Fig. 8) can be explained by weak 
bootstrap supporl of the related branches in the gene 
phylogeny (Fig. 7). For inslance, the HGT number 1 
linking the archaea A. fulgidlls to the clade of 2 eu­
karya has the lowest bootstrap score of 25% onJy. In 
this example, the solution found using BD as an op­
tintization criterion is shown. The use of the RF, QD, 
or 1.5 optimization, instead of BD, Ieads to the same 
HGT scenario differing from that shown in Figure 8 
only by the HGT bootstrap scores. For these dala, a 
unique minimum cost HGT scenario with 7 nontrivial 
transfers was found by the new algorithm. Note that 
this data set was originally analyzed in Makarenkov et 
al. (2006) using a "greedy" HGT detection algorithm 
based on the RF (and 1.5) optimization. The solution 
found in the 2006 paper (see fig. 5, page 347), us­
ing both RF and 1.5, consisted of 9 nontrivial HGTs 
needed to Iransform Ihe nonbinary species Iree in 
Figure 8 (undirecled lines) into the binary gene tree 
in Figure 7. In this example, the use of the new alga­
rithm aUowed us to ob tain a unique minimum cost 
HGT scenario consisling of 7 nonlrivial transfers only 
(e.g., the HGT from Helicabacter pylar; and R;cketl,ia 
prowazekii shown in fig. 5 in Makarenkov et .1. 2006 is 
not a part of the optimal HGT scenario presented in 
Fig.8). 
For these data, RIATA-HGT found 12 solutions, each 
of them of size 14, incJuding nontrivial lransfers only 
(see Fig. OA10 in online Appendix 3). Five initial 
species tree transformations indicated by the dashed 
ellipses in Figure OAJO were made by RIATA-HGT 
prior to carrying out HGT detection. Each of these 
transformations corresponds to a trivial HGT. Thus, 
the solution presented in Figure OA10 actually con­
Sisls of 19 HGTs, comprising 14 regular and 5 triv­
ial HGTs. The minimum cost solution found by the 
BD-based algorithm, and consisling of 7 regular and 
10 trivial HGTs, was not fOlmd by R1ATA-HGT. As 
in the previous example, the HGT bootstrap scores 
found by RIATA-HGT were generally much higher 
than those found br our algorithm (see the R1ATA­
HGT oulput in onLine Appendix 3). For instance, a 
perfect score of 100% was found by RLATA-HGT for the 
HGT stemming from the archaebacterium P. horikoshii 
and going to the cluster of spirochetes (HGT number 
6 in Fig. 8), whereas the boolstrap score of the clade 
regrouping these organisms in the gene tree is 88% 
(Fig. 7). 
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DISCUSSION 
HGT is one of the main mechanisms contributing to 
rruCroblal genome diversificahon. It is rampant among 
vanous groups of genes in bacteria (Dooüttle 1999). 
For instance, over the long term, it may be the dom­
mant force, affecting most genes in most prokaryotes 
(Doohttle et al. 2003). At the same hme, HGT poses 
several nsks ta humans, including antibiohc-resistant 
penesspreading to pathogenic bacteria, transgenic DNA 
mserting mto human cell and triggering cancer, and 
dlsease-assoClated genes spreading and recombining to 
create new viruses and bacteria (Nakhleh et al. 2005). In 
this arhcle, we described an accurate polynomial-hme 
algorithm for inferring HGT events. Each HGT mapped 
mto the speCles phylogeny aids to reconcile the topolo­
gies of the speCles and gene trees. Both species and gene 
lrees can be inferred from the sequence or distance data, 
and both can include uncertainhes. The presented algo­
nthm can rely elther on the metrie, using LS, or on the 
topological ophmizahon, using the RF distance, QD or 
BD, to predict HGT events. The DO measure introduced 
in this arhcle can be viewed as an interesting refinement 
of the RF .metric. It allows for capturing the degree of 
dlsslrrulanty of unequaJ subtrees, what the widely used 
RF cüstance fails to achieve. According to the simula­
hon results, the BD, mtended to compare the "quality" 
of the tree biparhhons, and not their "qllanhty" as the 
RF metric does, is mueh mOre appropria te than RF for 
finding ophmal scenarios of SPR moves (i.e., HGTs) for 
the given pair of species and gene phylogenies (see the 
example of the "caterpiUar-shaped" tree in Fig. OA4 in 
online Appendix 1). 
The discussed algorithm has a number of important 
properhes and advantages. First, Theorems 1 and 2, 
used in the algorithmic procedure, enable one to infer 
h·ansfers being part of any (or of sorne) minimum cost 
HGT scenario(s). The described algorithm is not lim­
ited to binary species trees. The example of the PheRS 
data confirms that it can be used in the case when the 
species tree is not fully resolved. ln this case, trivial 
HGTs will be produced by the algorithm. They should 
be 19nored in the final soluhon. On the other hand, the 
case where the considered species and gene trees have 
different numbers of leaves could be also handled by the 
new algorithm. In this situation, we have first to find 
the maximum subset of idenhcal species (i.e., leaves) 
present in both trees and then repeatedJy coUapse, in 
both of them, ail branches connected ta the species not 
included in this subset until the lrees comprise idenhcal 
sets of leaves. Once the collapsing operation is over, the 
method can be apphed as described. Also, the situa­
tion where more than one copy of a gene is considered 
couId be handled by inrroducing auxiliary species in the 
spectes lree, each of them representing a different copy 
of the gene. Both latter cases conshtute a promising 
cürechon for further research. 
Furthermore, the considered subtree conslraint (Fig. 
2) offers a number of Important advantages. First, the 
order of HGTs inferred llnder this constraint is opposite 
to their real evoluhonary order. Most of the HGT de­
techon programs (e.g., LatTrans) do not provide HGTs 
m the stnct evollltionary arder. Second, it takes care of 
ail necessary evoluhonary constraints (Fig. Al; see also 
Maddison 1997 or Page and Charleston 1998), such aS 
the transfers within the same lineage or some crossing 
transfers. AU these constraints are taken into account 
automahcally while using the subtree constraint be­
cause both subtrees involved in the HGT have to be 
present in the gene tree as well as the new sublree that 
they form after the transfer (Fig. 2). Thi.rd, the use of this 
constraint allows us to reduce the size of the problem 
at each step of the algorithm by coUapsing the idenh­
cal subtrees in both species and gene phylogenies and 
replacmg them by single auxiliary branches. Fourth, 
the 2 last arguments also offer an important gain in 
running hme for this problem known to be computa­
honally hard. The importance of such a gain shows 
off particularly when carrying out HGT bootstrap 
validation. 
As any method of phylogenehc analysis, the de­
scnbed HGT detechon algorithm is subject to a number 
of arhfacts that generally affect phylogenetic inferring, 
the mam of them bemg long-branch attraction, unequal 
evoluhonary rates, and situations when some HGT 
events almost coincides with some speciation events. 
ln the futu~e, it will be important to investigate in 
greater deta.1 the Impact of these arhfacts on tlle per­
formances of HGT detechon algorithms. In some cases, 
the described algorithm may fait to obtain a correct HGT 
scenario or may infer HGTs going to the opposite direc­
hon. The latter case appears when a couple of HGTs that 
dlffer only by their direction lead to the same topologi­
cal rearrangement of tlle species tree (e.g., HGTs 2 and 
3 in Fig. 6). Such transfers usually have low bootslrap 
support. The Issue of noninferring a correct HGT sce­
nario is characterishc of small trees encompassing high 
number of transfers. However, the exhaushve search 
LatTrans algorithm (Fig. OA6 in online Appendix 2) 
and the RIATA-HGT heuristic (Fig. 4) also do not cope 
well wlth these sltuahons (our algorithm usually out­
performed both of them under these condihons). 
A comprehensive simulahon study was conducted in 
order ta compare the 4 considered measures (LS, QD, 
RF~ and BD) in the context of HGT inferring. The simu­
lahons demonstrated that the BD-based algorithm out­
performed those based On the LS, QD, and RF criteria 
in most circumstances (Figs. 3 and OAS in online Ap­
pendix 2). The Rf-based procedure proved to be the less 
reüable among the 4 strategies. Then, the BD-based pro­
cedure was compared with the exact exponenhal-hme 
algorithm LatTrans (Hallett and Lagergren 2001) and to 
a fast and accurate heuristic RIATA-HGT (Nakhleh et 
al. 2005; Than and Nakhleh 2008) in terms of both accu­
racy of HGT recovery and running hme. Although the 
new algonthm and LatTrans yielded very similar results 
m lerms of HGT recovery (Figs. 3 and OA6), our algo­
nthm remamed much faster than LatTrans (Fig. üA7). 
On the other hand, the BD-based strategy outperformed 
RIATA-HGT in terms of both HGT detechon error and 
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running time (Fig. 4) in a combined simulation study 
carried out for binary and nonbinary phylogenies. 
Mention that the new algorithm can be particularly 
useful when validating HGTs by bootsrrap. Three ways 
of carrying out HGT bootstrap validation were sug­
gested depending on the data at hand. The computation 
of HGT bootstrap support can be carried out taking into 
account the robustness of the species tree, that of the 
gene t'ree, and the ratio of the obtained HGTs in aU min­
imum cost scenarios found for the given pair of species 
and gene trees (Formulas 3 and 4). 
The new version of the "T-Rex" program (Makarenkov 
2001) incJuding the described algorithm for predicting 
and validating HGT events and the input data for the 
discussed rpll2e and PheRS synthetase examples are 
freely available at the following URL: http://www.trex 
.uqam.ca. 
SUPPLEMENTARY MATERIAL 
Supplementary materiaJ can be found at http://www 
.sysbio.oxfordjoumals.org/ . 
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ApPENDIX "1 
This Appendix includes an illustration of required 
evolutionary constrainls and an illustration for Theo­
rems 1 and 2. 
Evoill/ionary conslminls 
a) b) ROOI 
c) d) Rooi 
FIGURE AL HGTs between the branches located on the same lin· 
eage (CilS(' al ShOlild be prohibîled. HGTs crossing in these W<lys (Cilses 
b, c and dl ShOlild be prohibîted. A single tree branch is depicled by a 
plane Ime ttlld a path îs depicted by a Wttvy line. 
1I/lIslra/ion for Theorems 1 and 2 
x' z' 
x, 
FIGURE A2. HGT from Ihe braneh (x,y) 10 the branch (z, w) îs il 
part of (Theorem 1): a minimum cost HGT scenario trnnsforming the 
species Iree T înto the gene tree T'if the bipartition corresponding to 
the branch (x, XI) in the transformed species tree Tl is present in the 
biparlition lable of T'and the sllblree SlIb~q (i.e., obtained by the SPR 
move induced by Ihis HGT, see Fig. 2) is present in the tree T'; (The­
orem 2): any minimum cost HGT scenario transforming the species 
tree T mto the gene tree T' if ail the bipêlTtitions corresponding 10 
the branches of the palh (r, Zl) in the transformed species tree TI Î\re 
present in the bipartition Iilble of T and the subtrecSlIbyrl' is present in 
the tree TI. A single tree branch is depicted by a plane line and a path 
is depicted by a wavy line. 
226 
BOC ET AL.-USE OF BIPARTITION DISSIMILARITY FOR HGT INFERRING2010 211 
ApPENDIX 2 
This Appendix includes the scheme of the described heuristic algoriUun for finding a minimum-cost SPR 
transformation of the given species tree into the given gene tree. 
Infer species and gene trees T and T on the same set of species (i.e., leaves); 
Root T and T' according to biological evidence or using an O\ltgroup or a midpoint; 
if (there exist identical subtrees with two or more leaves in T and T') then
 
Decrease the size of the problem by collapsing them in both T and T;
 
Select the optimisation critenon OC = LS (least-squares), or RF (Robinson and Foulds distance),
 
or QD (quartet distance), or BD (bipartition dissimilarity);
 




k = 1; //k is the Step index
 
while (OC l' 0) 
{
 
Find the set of all eligible HGTs (i.e., SPR moves) at step k (denoted by EJiGh);
 
The set EJiGTk contains only the transfers satisfying the subtree constraint;
 




if (there exist HGTs E LHGTk and satisfying the conditions of Theorems 2) then
 
Carry out the SPR moves corresponding to these HGTs;
 
if (there exist HGTs E LHGh and satisfying the conditions of Theorem 1) then
 




Carry out ail remaining SPR moues corresponding to HGTs satisfying the subtree constraint;
 
Compute the value of OC to identify the direction of each HGT;
 
k = k + 1;
 
Decrease the size of the probJem by collapsing the identical subtrees in h and T';
 
Compute the value of OC between Tk and T';
 
Eliminate the idle transfers from the obtained scenario using a backward elimination procedure; 
end. 
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ONLINE ApPENDIX 1 
This Appendix includes Propositions 1 and 2, Theorems l, 2 and 3 with their proofs as 
weil as an example showing inappropriateness of the RF metric in the HGT recovery 
context. 
Properties olthe Bipartition Dissimi/arity 
The Propositions 1 and 2 establish sorne interesting properties of the bipartition 
dissimilarity, Thus, Proposition 1 states the sufficiency condition that ensures that a 
bipartition dissimilarity (BD) satisfies the triangle inequality (and is a metric), and 
Proposition 2 gives the maximum values ofthis measure depending on the number oftree 
leaves. 
The bipartition a of a tree T is associated to the bipartition b of the tree 7' (this 
association is denoted by a ---> b), if the Hamming distance between the bipartition 
vectors corresponding to a and b is the smallest among ail possible distances computed 
between a and ail the bipartition vectors corresponding 10 the branches of the tree 7'. A 
sufficient metricity condition is as follows: 
Proposition 1. Let h T2 and T3 be phylogenetic trees !Vith the sarne number 01 internai 
branches and the same sets olleaves. Then, if 
1. For any /lVO bipartitions a and b/rom diflerenttrees a ---> b implies that b ---> a, and 
2. For any three bipartitions aE h bE T2 and CE h a ---> band b ---> c implies that a ---> C, 
then, the triangle inequality, bd(h T2) ~ bd(h T3) + bd(Tz, T3). holds. 
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Proo! On one hand, considering the first statement of Proposition: 
bd(T! ,T2) = ( Id(a,b) + Id(b,a))/2 = Id(a,b) , where (aE BT! and 




(b E BT2 ) ~ a) means that the sum is taken for ail the a's belonging to the bipartition 
table BTI corresponding to the tree TI and ail the b's associated with these a·s. In a 
similar way: 
bd(T!, T)) = ( Id(a,c) + Id(c,a))/2 = Id(a.c). and 
GEB7i. bE8T), GEBT!.
 
(cEB7') )-->G (cEmi )-->G (cEB7') )-->G
 
bd(T2 ,T))=( Id(b.c) + Id(c.b))/2 = Id(b.c) Consider the following 
bE872, CE8T). bEB72,
 
(cEB7j)-->b (bEBT2 )-->c (CE Rlj )--> b
 





distance d satisfies the triangle inequality, for any terrn d(a.b) from the first sum we have 
the term d(a,c) from the second sum and the term d(b,c) from the third sum such tha! 
d(a,b):s d(a,c) + d(b,c). Because each of the bipartition vectors included in the bipartition 
tables Bh BT2 and BT3 appears only once in each of the three sums we conclude that: 
bd(h T2):S bd(h T3) + bd(h T3). [] 
Proposition 2. The value oj the bipartition dissimilarity between two phylogenetic trees 
on the same sets oj n leaves ranges jrom 0 to n(n-3)/2 if n is even, and jrom 0 to 
(n- 1)(n-3)/2 ifn is odd 
Proo! For any two binary vectors a and b of size n, the maximum value of the 
quantity Min (d(a,b);d(a,b)), where d(a,b) is the Hamming distance between a and b, 
and aand b are their complements, is n/2 when n is even and (n-! )/2 when n is odd. On 
the other hand, the maximum number of internai branches in a phylogenetic tIee (i.e., 
number of rows of the corresponding bipartition table) with n leaves is n-3. 
Consequently. according 10 Formula 2. the maximum value of the bipartition dissimilarity 
between two tIees with n leaves is n(n-3)/2 if n is even, and (n-l )(n-3)/2 if n is odd. r] 
2 
229 
Theorem 1. If the newly-formed subtree Subyw resulting from the HGT (i.e. the subtree 
rooted by the branch (x,a) in Fig. 2) is present in the gene tree T', and the bipartition 
vector associated with the branch (X,XI) in the transformed species tree TI (Fig. DA 1) is 
present in the bipartition table of T', then the HGTFom (x,y) to (:,w), transforming T 
into h is a part ofa minimum-cost HGT scenario transjorming Tinto T'and satisfying 
the subtree constraint. 
Proo! The four possible cases leading to the formation of the subtree Subyw are the 
following: 1) HOT from (x,y) to (:, w); 2) HOT from (:, w) to (x,y); 3) HOT from (x ',x) to 
(z,z i; 4) HOT from (z,z i to (x ',x) When the path (x,:) in T consists of two or more 
branches, the HOTs corresponding to the cases (3) and (4) will not produce the subtree 
Subyw , but bring the vertices x and : c10ser to each other by reducing the number of 
branches of the path (x,:). The HOT cases (3) and (4) will induce the bipartition b, which 
will be present in the bipartition table the gene tree T' because of the subtree constraint, 
such that the leaves of the subtree located to the left of x' and those of the subtree located 
to the rightof:'(Fig. OAI) belong 10 the same part ofit (e.g., they are denoted by 1's in 
the bipartition table of Ti, whereas the leaves of the subtree located below the vertices y 
and w belong to a different part of it (e.g., they are denoted by O's in the bipartition table 
of T'). According to the Theorem condition, the bipartition corresponding to the branch 
(X,XI) in the tree Tl obtained from the initial species tree T after the HOT from (x,y) to 
(z, w) was carried out, and denoted here bI, is also present in the bipartition table of T'. 
This means that the leaves of the subtree located to the left of x' and those of the subtree 
located below the vertices y and w belong to the same part of it, whereas the leaves of the 
sublree located to the right of:' belong a different part of il. Obviously, the bipartitions b 
and b l are incompatible (i.e., they cannot be present together in the same bipartition table 
3 
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associated with a phylogenetic tree) meaning that the HGTs From (x ',x) to (::,:: ') and From 
(z,z) to (x ',x) are impossible. Moreover, the HGT from (::, w) to (x,y) is possible only 
when the path (x,::) in T consists of a single branch (in this case the opposite HGTs From 
(x,y) 10 (z, w) and From (::, w) to (x,y) willlead to the same topologicallransformation of T) 
because this HGT would induce a bipartition, denoted here bz, which is incompatible 
with b l if the path (x,z) in T consist of two or more branches. Indeed, in bz the leaves of 
the subtree located 10 the right of z' and those of the subtreelocated below the vertices y 
and w belong to the same part of it, whereas the leaves of the subtree located to the left of 
x' belong a differenl part of it. Consequently, the HGT From (x,y) to (::, w) is necessary 10 
transfonn T inlo T'. The only exception From this would be the case of the opposite HGT 
from (z,w) to (x,y) which is possible only if the path (x,::) consists of(or was reduced to) a 
single branch. ln this case the opposite HGTs will lead to the same topological 
transfonnation and any ofthem is a part of a minimum-cost HGT scenario transforming T 
into T'and satisfying the sublree constraint. l 
x' x z z' 
y 
Figure OAI. HGT from the branch (x,y) to the branch (c,w) is a part of a minimum-cost HGT 
scenario transforming the species tree Tinto the gene tree T'if the bipartition corresponding to the 
branch (x,xd in the transforrned species tree T, is present in the bipartition table of T'and the 
subtree Subyw (i.e., obtained by the SPR move induced by this HGT, see Fig. 2) is present in T'; 
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Theorem 2. If the newly-formed subtree Subyw resulting Irom the HGT (i.e. the subtree 
rooted by the branch (x,a) in Fig. 2) is present in the gene tree T', and ail the bipartition 
vectors associated with the branches olthe path (x ',z ') in the translormed species tree TI 
(Fig. DA2) are present in the bipartition table 01 T', and the path (x ',z ') in TI consists 01 
atleast 3 branches, then the HGTIrom (x,y) to (z,w), translorming Tinto h is a part 01 
any minimum-cost RGT scenario translorming Tinto T'and satislying the subtree 
constminl. 
Prao! The bipartition vectors corresponding lO the branches (x ',x) and (:,: ') of the 
transforrned species tree TI obtained from T after the HGT from (x,y) to (z,w) are also 
present in the bipartition table of the species tree T and gene tree T'. Thus, the four 
possible cases leading to the formation of the subtree Subyw are the following: 1) HGT 
from (x,y) to (z,w); 2) HGT from (:, w) to (x,y); 3) HGT from (x ',x) to (:,z '); 4) HGT from 
(:,z ') to (x ',x). When the path (x,:) in T consists of two or more branches, the HGTs 
corresponding to the cases (3) and (4) will not produce the subtree Subyw, but bring the 
vertices x and z closer to each other by reducing the number ofbranches of the path (x,z). 
According to the Theorem condition, ail the bipartitions of the non-empty palh (x,:) in TI 
obtained from the initial species tree T after the HGT from (x,y) to (z, w) are also present 
in the bipartition table of the gene tree T'. Consequently, the leaves of the subtree located 
. 
to the left of x' and those of the subtrees located below the vertices y and w (Fig. üA2) 
belong Lü a different part (e.g., they are denoted by l 's in the bipartition table of T') of 
these bipartitions than the leaves of the subtree located to the right of:' (e.g., the y are 
denoted by O's in the bipartition table of T'). This means that there is no bipartition in T' 
such that ail the leaves located in the subtrees to the left of x' and to the right of:;;' would 
belong to one part of it and those from the subtrees located below the vertices y and w, to 
the other. Thus, the HGT From (x ',x) to (z,: '), case (3), as weil as the opposite HGT from 
5 
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(Z,Z ') to (x',x), case (4), will violate the subtree constraint. Obviously, any HGT From the 
branches (x ',x) and (z,z 1 to the branches of the palh (x,:) will also vio!ale the subtree 
constraint. 
x' x z z' 
y 
Figure OA2. HGT l'rom the branch (x,y) to the branch (z, w) is a part of any minimum-cost HGT 
scenario transformiog the species tree T ioto the gene tree T'if ail the bipartitions corresponding to 
the branches of the path (x ',z ') in the transformed species tree T, are present in the bipartition table 
of T'and the subtree Subyw (ie., obtained by the SPR move induced by this HGT, see Fig. 2) is 
present in the tree T' 
Therefore, either the HGT From (x,y) to (:, w) or the opposite HGT l'rom (:, w) to (x,y) 
is a part of any minimum-cost HGT scenario transforming Tinto T'and satistYing the 
subtree constraint. After the HGT From (x,y) to (:, w), ail the bipartition veClOrs 
corresponding to the branches of a non-empty path (x ',z '), in Figure OA2, will be present 
in the bipartition table of T', and none ofthem in the case of the opposite HGT From (:, w) 
to (x,y). As the bipartitions associated with the branches (X;,x'+I) and (x,+J,x;+2). where i = 
0, ... , k-I, and Xo = x' and Xk+1 = :' (Fig. OA2). are present in the bipartition table of r, 
the bipartition associated with the branch (Xi+l, y,+I) is also present in the bipartition table 
of T'. This means Lhat the subtrees rooted by the branches (XIJ'I) to (xk,yd can be 
arranged independently (according to the topology of the gene tree Tl if it is not done 
already, from each other and from the rest of the tree T, (i.e., this means that the SPR 
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operations will be carried out only within these subtrees and inter-subtree SPRs will not 
be necessary). In the same way, in a minimum-cost scenario the arrangements of the 
subtrees located to the left of x' and those located to the right of::' (Fig. OA2) should be 
done independently of the rest of the tree and will take the same minimum number of 
SPR operations in the case of the HGT From (x,y) to (::, w) and the opposite HGT From 
(.:,w) to (x,y). Consequently, in the case of the opposite HGT From (::,w) to (x,y), the SPR 
transformation of the tree TI into the gene tree T' will take at least one SPR operation 
more, needed to arrange the branches of the path (x,::), than in the case of the HGT From 
(x,y) to (z,w). 1 
Theorem 3. Illhe biparlilion veclors corresponding 10 Ihe branches (x,x') and (::,:: ') 01 
the species Iree T (Fig. DA3) are present in Ihe biparlilion table ollhe gene Iree T'and 
Ihe newly-formed SlIblree, denoled here SlIbp , indllced by Ihe HGT (e.g., Ihe slIblree 
rooled by Ihe branch (x,a) in Fig. 2) is presenl in T', Ihen eilher Ihe HGT /rom (x,y) 10 
(::, w) or the opposile HGTIrom (z, w) 10 (x,y), Iranslorming Ihe species Iree Tinto h is a 
parI 01 a minimum-cosl HGT scenario lranslorming Tinto T'and salis'/ying sublree 
conslraint. 
Proo! The species tree T (Fig. OA3) can be subdivided into three subtrees by cutting the 
branches (x,x ') and (z,': '). Subtree 1 is rooted by the vertex x' and located to the le ft ofx'; 
Subtree 2 is rooted by the vertex.:' and located to the right of:: '; and, Subtree 3 is formed 
by the subtrees grafted to the path (x,::) and by the branches (x,x ') and (::,:: '). The fact that 
the bipanitions associated with (x,x ') and (::,:: ') of the species three T are present in the 
bipartition table of the gene tree T' means that any minimum-cost scenario lrans forming 
Tinto T' does nol include HGTs between the branches of differenl Sublrees, but only 
those within each of them because any HGT between the branches of Iwo different 
7 
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Subtrees will result in the violation of the subtree constraint (Fig. 2). Any HGT satisfying 
this constraint preserves ail existing identical bipartitions in T and T'. 
Consider now Subtree 3. The bipartition vectors corresponding to the branches (x,x ') 
and (:,: ') of the species tree Tare also present in the bipartition table of the gene tree T' 
Assume that the path (x,z) in T consists of a single branch. ln this case, the four possible 
cases leadmg to the formation of the subtree Subyw are the folJowing: 1) HGT from (x,y) 
to (z, w); 2) HGT from (z, w) to (x.y); 3) HGT from (x ',x) to (:,: '); 4) HGT from (:,: ') to 
(x ',x). Each of these HGTs leads to the same topology of the transforrned species tree Tl 
and satisfies the subtree constraint, and, consequently, is a part of a minimum-cost 
scenario transforrning Tinto T'. Thus, when the path (x,:) in T consists of a single branch, 
the real HGT direction is undetectable. 
x' x z z' 
y 
Figure OA3. Either the HGT from (x,y) to (z,w) or the opposite transfer From (z.w) to (x,y) is a part 
of a minimum-cost HGT scenario transforming Tinto T'if the bipartitions induced by the branches 
(x,x ') and (=,z ') in T are present in the bipartition table of T'and the newly-formed subtree Suby.. 
resulting from one of these HGTs is present in the lree T'. 
Assume now that the path (x.:) in T consists of more than one branch. To form the 
subtree Subyw and satisfy the subtree constraint, we can either directly carry out the HGTs 
(cases 1 and 2) frOID (x,y) to (z,w) or from (z.w) to (x,y), or regraft by SPR moves ail the 
subtrees of the path (x.z), except those including the branches (x,y) and (:. w), to the 
8 
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branches (x ',x) or (::,: J, and then proceed by the SPR moves (cases 3 and 4) l'rom (x ',x) 
to (z,z '), or from (z,:: J to (x ',x). 
Assume that a minimum-cost scenario Smm of the SPR reconciliation of the trees T and 
T' does not include Ihe HGTs l'rom (x,y) 10 (::, w) and l'rom (::, w) to (x,y), and proceeds as 
follows: first, it reduces the pa th (x,::) to a single branch, and at the last slep, merge the 
vertices x and z 10 form the subtree Subyw by the SPR move l'rom (x ',x) to (::,:: ') or l'rom 
(z,z J to (x ',x). IL is worth nOling that at the last step of the reduction process, the branches 
(x ',x) and (z,z J can be substituted by the other ones before the last SPR move if a HGT 
between them has taken place beforehand. 
We will now show that there is another SPR scenario of the sarne length including 
eilher the HGT from (x,y) ta (z,w) or that l'rom (::,w) 10 (x,y). Without loss ofgenerality 
assume that in the scenario Smin there is a HGT from the branch (x ',x) ta a subtree grafted 
to the path (x,z) and induced by the branch denoted here by (Xi,y,), see Figure GA3, except 
those induced by (x,y) and (z, w), and that this HGT reduces the path (x,::) to a single 
branch. In Smm, the latter HGT should be followed by another HGT, From (x ',x) to (z,:: ') 
or from (z,z ') to (x ',x), initiating the formation of the subtree Sub,w. However, Ihere exists 
another SPR scenario S, of the sarne length that Smm, which starts by the HGT From (z,w) 
10 (x,y), thus eJiminaling the vertex x, and brings ail the subtrees grafted on the palh (x,y), 
including that induced by the branch (Xi'y,), one branch closer 10 the vertex x '. The latter 
HGT will make the transfer From (x ',x) to (x,,y,), of the scenario Smm, unnecessary. Ail the 
other HGTs of Smin, that are necessary to arrange Ihe branches grafted to the path (x ',z ') 
according 10 the topology of the gene tree T', will be similar in the scenarios Sand Smin, 
thus confirming the optimality of the HGT scenario S. [' 
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Notice: Obviously, in the proofs of Theorems 1,2 and 3 we assume that the branches 
(x,y) and (z,w) do not belong to the same lineage. Olherwise, the HGT benveen them is 
impossible due to the evolutionary constraints. Also, without loss of generality we 
assume that T and T'are binary trees. 
10 
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The RF Metric and SPR Distance 
Figure OA4 illustrates a typical situation when the RF metric is unsuitable for finding 
an optimal scenario of SPR transformations. It shows a HOT in a binary "caterpillar­
shaped" tree with n leaves. Here, the species phylogeny T is the tree before the transfer 
and the gene phylogeny T' is the tree after il. Thus, the SPR distance bet\-veen T and T' is 
l, whereas the RF distance between them equals to its maximum possible value 2n-6. 
This example suggests that the RF metric is not a very appropriate measure to 
approximate the SPR distance. On the other hand, the value of bipartition dissimilarity 
between T and T' is n-3, whereas its maximum value for the case of two binary trees \Vith 
n leaves is n(n-3)12 when n is even, and (n-I)(n-3)/2 when n is odd (see Proposition 2). 
Roof 
y 
___-.....l__--qz -o x _
n 1 
SPR move transforming species tree Tinto gene tree T' 
Figure OA4: The SPR move, represenling a HGT, from the branch (_YI, y) to the branch (x"' =) 
transforms the species Iree Tinto the gene Iree T' The RF distance between T and T' equals to ilS 
maximum value 2n-6, while the SPR distance between Tand T' is 1. In Ihis example, the tree root 
node is incident to anode of the path (y, =), and the tree leaves are denoted by XI .. X". 
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condition of known species and gene trees (i.e., tree-like data). The four compared algorilhmic 
strategies were based on RF, QD, LS and BD Each reported value represents the average result 
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Figure OA6, Percentage of instances when La/Trans (white columns) and algorithm based on the 
bipartition dissimilarity (grey columns) recover Correct HGTs (cases a and b), Correci la/al 
number of HGTs (cases c and d) and Comple/e correct HGT scenario (cases e and f) depending 
on the number of Iree leaves (cases a, c and e) and number of HGTs (cases b. d and f) Each 
reporled value represents the average result obtained for the set of random trees with 1 to 10 
HGTs (cases a, c and e) and \0, 20 100 leaves (cases b, d and f); 1000 replicales were 



























1 6 8 9 la la 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
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Figure OA7. Running time in seconds for La/Trans (white squares) and algorithmic strategy 
based on the bipartition dissimilarity (grey squares) depending on the: (a) Number of transfers, 
and (b) Number of tree leaves. Each repor/ed value represents the average result obtained for the 
sel of random trees with: (a) J ta 10 HGTs, and with (b) 10,20. 100 leaves (1000 replicales 
were generaled for each number of HGTs and each Iree size). 
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ONLINE ApPENDlX 3 
This Appendix includes: 
1) An illustration of computing HGT bootstrap support by the RIATA-HGT program. 
2) The input data for the rpll2e and PheRS Synthetase examples and the exact output data 
provided by the RIATA-HGT program. Both the text output and solution screenshots are 
reported in this Appendix. 
A B c o E A c B 0 E 
Species tree + HGT Gene tree 
Figure OA8. Computing the bootstrap support of a HGT branch with RJATA-HCT The score of 
the HGT branch X ---> Yadded to the species tree is defined as the maximum bootstrap score of ail 
internai branches of the path Iinking the nodes Z and X in the gene tree. The bootstrap support of 
the event X ---> y given by RJATA-HCT in this case is 100% ln our method, the bootstrap support 
ofthis HGT event would be at most 10% 
RlATA-HGT outputjor the rpl12e and PheRS Synthetase examples 
Input data 1 (Example of the gene rp112e): 
(((A.pernix, S.solfataricus), P.aerophilum), (((P.abyssi, P.horikoshii), Pfuriosus), ((M.jannaschii,
 




(((((P.aerophi lum: :0.0, S. sol tàtaricusOO):: 74.0, A.pernix: :0.0)::79.0, T.acidophi lum: :0.0)::79.0,
 
F.acidarinanus::O.O):: 100.0, (((Phorikoshii::O.O, PJuriosus::0.0)::61.0, P.abyssi::0.0)::81.0,
 
(((((Haiobaclerium .sp.: :0.0, H.marismortui: :0.0):: 100.0, M.thermoaut: :0.0): :56.0,
 
M.barkeri: :0.0): :56.0, AJulgidus::0.0):51.0, MjannaschiiOO)::65.0): 1000);
 
Notice: Bootstrap scores in the gene tree are indicated after ": :". Bootstrap scores of the 
gene tree branches adjacent to the leaves were set to 0.0 in the Newick string, otherwise 
RIA TA-HGT was unab1e to compute the correct HGT bootstrap support. 
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Output data 1: 
speeies tree:
 








«F.aeidarinanus,(«P .aerophil um,S. sol fatarieus),A. pernix),T. aeidop hi 1um)),« (P. horikosh ii,P. furio
 









JO .> M.thermoaut. (56.0) 
III .> F.aeidarinanus (100.0) 



























18 .> P.abyssi (61.0) [time violation?]
 
***************************************************************************** 
Consensus network for this set of gene trees 
«(Apernix,S.sol fatarieus)1 1O,P.aerophilum)I 11,«(P.abyssi,P.horikoshii)17,P. furiosus)18,«M jann 
asehi i,M. thermoaut. )15,((T.aeidophil um,F .aeidarinanus)13,(«I-lalobaeteri um. sp.,H. mari smortui)JO 
,M.barke 




III .> A.pemix 
S.solfatarieus .> P.aerophilum 
P.aerophilum -> S.solfatarieus 
JO.> M.thermoaut. 
1Il .> F.aeidarinanus 





Figure OA9. For the example of the rpl/2e dala RfATA-HGT found 9 solutions, each of size 5 
Five of these solutions contradict the same lineage conSLTainl (they include HGTs marked by [lime 
violation?) in the program output) and four of [hem satisfy ail plausible evolutionary constraints 
(e.g., the solution represenled in Fig. 6 is among the four eligible solutions). HGT bootstrap scores 
are mdicated between the parenlheses in the program output. 
Input data 2 (Example of PheRS Synthetase): 
« « P. hori ,M. ther,A. fulg,Mjann),( S.sol f,P.aero),(S. cere,H. sapi)),((B.burg,T pail ),Synech,Clrac,(T t 
her,D.radi),(N .gono,H. pilo,(P.aenl,E.col i ,H. in fl),( Rcaps,R prow)),M tube,T mari ,A.aeol ,( P.ging.C. 
lepi),(Cacet,(B.subt,(E.faec,S.pyog)),(M.pneu,M.geni)))); 
««(Dradi :0.0,T.ther :0.0):: 1OOO,««N .gono :O.O,P.aenl:O .0): 55.0,« Rprow:O.O,H. pilo:O.O) 67. 
O,(H infl:O.O,E.col i: :00): :98.0) 340),(kaeol: :O.O,Sy nechOO): 190): 120,«Ctrac :O.O,P.ging :00 
):: 85.0,Ctepi: :0.0):: 88.0)80):6.0,«R.caps:OO,Tmari :0.0):: 31.0,(M. rubeO.O,Cacet: :0.0):590): 
15.0)4 I.O,«M.pneu::O.O,M.geni :00):: 1OOO,«S.pyog::O.O,E. faec:OO) 99.0,B.subt: :0.0)::900)2 
8.0),««H.sapiO.0,S.cere: :0.0):: 1OO.O,A. fulg: :00) 24.0,M. therO.O) 24.0,(Mjann OO,«Ssolf :0. 
O,P.aero: :00)::74.0,(P.hori: O.O,(Tpall:O.O,B.burg: 0.0) :1000): :880): :85.0): :250): 100.0); 
Notice: Bootstrap scores in the gene lree are jndicaled after "::". BOOISlrap scores of the 
gene tree branches adjacent to the leaves were set to 0.0 in the Newick string, otherwise 
RJATA-HGTwas unable to compute the correct HGT bootstrap support 
17 
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Output data 2: 
species tree:
 










««(D.radi,Tther)! 13,««N.gono,Paeru),«R.prow,Hpilo),(H. intl,E.col i)11 1)),(Aaeol,Synech)115
 
): 12.0,« c. trac,P.ging),C. tepi))),((R.caps,T. mari),(M. tube,C.acet))): 41 .0,((M. pneu,M .geni),
 
«S. pyog,E. faec ),B.subl))18),««H.sapi,S .cere)116,A fulg),M.ther),(M.jann,«S.solf,P.aero)I 17,(Ph 
ori,(Tpall,B.burg)114))))); 
There are 3 componenl(s), which accounl(s) for 12 solution(s), each ofsize 14 
Component 121. 
Subsolution 1. 
117 -> P.hori 
P.hori -> 114 (100.0) 
116 -> M.ther (25.0) 
116 -> A.fulg (25.0) 
Subsolution2: 
P.hori -> 114 (100.0) 
P hori -> 117 (85.0) 
116 -> Afulg (25.0) 
116 -> M.ther (250) 
Subsolution3: 
A.fulg-> 116(100.0) 
117 -> M.jann (25.0) 
117 -> Phori 
P.hori -> 114 (1000) 
Subsolution4: 
119 -> M.jann (880) [lime violation?] 
116 -> A.fulg (250) 
P.hori -> 114 (1000) 








14 .> 13 (85.0)
 


























13 -> C.tepi (8S.0) [time violation?]
 
*+******.*****~**~**********~*********~*************** ********************* 








IIS,(C.lrac,(P.ging,C. tepi)19)13,(C.acet,«B.subt,(E faec,S.pyog)16)I7,(M pneu,Mgeni)IS)18)11 )12,
 
(8. burg,T.pall)1 14)10)121, 
P.ging -> c.trac 
C.lrac -> P.ging 
I3 -> C.lepi 
R.prow -> H.pilo 
R.caps -> T.mari 
14 -> 13 
III -> R.prow 
14 -> 113 
R.caps -> Mtube 
P.aeru -> N.gono 
M.tube -> c.acet 
14 -> Ils 
117 -> P.hori 
P.hori -> 114 
116 -> M.lher 
116 -> A fulg 
Phori -> 117 
Afulg -> 116 
117->M.jann 
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Summary. Discovering the origin of the Indo-European (JE) language family is one 
of the most intensively studied problems in historicallinguistics. Gray and Atkinson 
161 inferred a phylogenetic tree (ie., additive tree or X-tree [2]) of the JE family, using 
bayesian Inference and ratc-smoothing algorithms, based on the 87 lndo-European 
language data set collected by Oyen et al. [:;1. When conducting their classification 
study, Gray and Atkinson assumed that the evolution of languages \Vas strictly 
divergent and the frequency of borrowing (i.e., horiwntal transmission of individual 
words) was very 10\\1. As consequence, thcir rcsults suggcstcd a prcdominantly treo­
like pattern of the lE language evolution. In our opinion, only a network modcl 
ean adequately represent the evolution of the lE languages. We propose 1.0 apply a 
method of horiwntal gene transfer (HGT) dctcction 18) 1.0 reeonstruct phylogenetic 
network depicting the evolution of the JE language famil)'. 
Key words: biolinguistics, historical linguistics, horizontal genc transfer, language 
classification, phylogenetic net\Vork, phylogcnetic trcc 
1 Introduction 
A number of curious parallels between the processes of historical linguistics 
and species evolution have been obscrvcd [l, 6, 11]. The cvolutionary oiolo­
gists and historieal linguists often look for answering sirnilar questions 8-nd 
f8-ee simil"r problems [1]. Recently. the theory and methodology of the two 
fields have evolved in remarkably similar ways. A nllmber of important studies 
have considered the applications of phylogenetic methods to process language 
dat.a (e.g., [1,6, 11]). For instance, one of the most. int.ensive!y studied topics 
is the evolution of the Indo-European (lE) language fanüly ([4]). Gray and 
Atkinson [61 inferred a consensus phylogenet.ic tree of the lE language family 
using maximal Iikelihood models of lexical evolution, bayesian Inference 8-nd 
rate-smoothing 8-lgorithms; t.he 87 Indo-European l8-nguage d8-t8- set collected 
by Dyen et al. [5) \Vas ana\yzed in [6]. On the other hand, Rexova et al. [Il] 
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also reconstructed a phylogeny of the lE languages when applying a cladis­
tic methodology to study the same lexicostatistical data set [51. The results 
obtained in [111 were very simi!ar to those found in [6]. However, to reeon­
struct their phylogellies Gray and Atkinson, as weil a~ IlexovD. ct al., were 
eonstrained to assume that the evolution of languages was strietly divergent., 
each language was transmit.ted as a whole, and the frequency of borrowing 
(i.e., horizontal transmission of individual words) between languages was low. 
As consequence, the obtained result.s suggested a predominantly tree-like pat­
tern of the lE language evolution with little borrowing of individual words. 
In our opinion, only a phyJogenetie networl, can adequatcly represent t.he 
evolution of this language family. A nctwork model ean ineorporat.e the bor­
rowing and homoplasy (i.e., evolutionary convergence) proeesses that. inftu­
enced the evolution of the Indo-European languages. For example, alt.hough 
English is a Germanie language, it has borrowed around 50% of its total lex­
icon from French and Latin [10]. 
We propose to apply the methods of horizontal gene transfer (HGT) detec­
tion, which are becoming very popular among molecular biologists, in order to 
reconstruct the evolutionary network of the lE language family. The most fre­
quent horizontal word trans/ers, representing borrowing events, will be added 
to the phylogenetic tree inferred by Gray and Atkinson (Fig. 1 in [61) to repre­
sent the most important word cxchanges which occurred during the evolution 
of the lE languages. In particular, a HGT detection algorithm ([81) will be 
applied to build the evolutionary network of the lE languages. 
In this article, we first outline the data in hand and then describe the new 
features of t.he HGT deteetion <tlgorithm uscd to identify the word borrowing 
events. In the Results and discussion section, we present. the obtained results 
for the 12 most important groups of the lE languages and report the words 
borrowinr; statistics. The most important word exchanges characterizing the 
evolution of this language family will be brought to Iight and discussed. 
2 Description of the Dyen database 
The database developed by Dyen et al. 15] includes the 200 words of the 
Swadesh list [14]. The Swadesh list is one of several lists of vocabularO' with 
basic meanings, developed by Morris Swadesh in the 1940-50s [14], which is 
widely used in lexicostatistics (quantitative language relatedness asscssment) 
and glottochronology (language divergence dating). Dyen et al. 151 built a 
database that provides cognation data among 95 Indo-European speech vari­
eties. For each meaning (e.g., word) in the list of 200 basic meanings (chosen 
by Swadesh in 1952), the database contains the forms llsed in the 95 speech 
varieties and the cognation decisions among the speech varie tics made bO' 
Isidore DO'en in the 1960s. For each meaning, the forms were examined and 
cognation judgments were made [5]. The cognation judgments \Vere made onlO' 
between forms having the sarne meaning. This is an import.ant aspect of the 
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lexicostatisticai method. The cognation judgments were recorded in classes 
of forms such that the forms in eaeh c1ass were "cognate" or "doubtfully 
cognate" with each other. Two forros, in two different speech varieties, were 
identified as "cognate" if within both of the varieties they had an unbroken 
history of descent from a cornmon ancestral form. For examplc, since the En­
glish ST word FRUIT and French word FRUIT arc known to be rclated by 
borrowing, they have been assigned different Cognate Classification Numbers 
(CCN) in the Dyen database [5]. Forms belicved to be related by borrowing or 
by accidentai similarity were thus not treated as cognate. In a small nllmber 
of cases it was difficliit to distinguish cognM.es from borrowing or accidcntal 
similarities; in this case they were treatcd a.<; "dollbtfully cognate" [5]. Thc 
cognate content information was used by Gray and Atkinson [6] to recon­
struct the evolutionary tree of lE languages. In our stlldy we also subdividcd 
the 200 words of the Swadesh lis!. into two catcgories : lexical (including nOllns 
and verbs, 138 words in total) and fllnctionaJ (including adjectives, pronouns, 
conjunctions and determiners, 62 words in total). 
3 Materials and methods 
In this section, we describe the new featurcs of the HGT detection algorithm 
[8]. applied here in a biolinguistics eontext, to infer a phylogenetic network of 
the JE languages family. When applied in a biological context, this algorithm 
identifies horizontal gene transfers (HGT) of a given gene for a given set of 
species thus reconciliating the species and gene phylogenetic trees. At cach 
step of the reconciliation proccss, a HGT event is infcrrcd. In this stlldy, we 
draw a paralleJ betwecn the HGT detection and the word borrowing detection 
processes. In our modeJ, the JE languages tree (Fig. 1 and Fig. 4 in 16]) plays 
the l'ole of the species tree and the word tree, representing the evolution of a 
given word (a given translation in ail 87 eonsidered languages), plays the role 
of the gene !.ree. The algorithmic procedure includes t.he three main steps, 
whieh are as follows: 
Step 1. Let L be the root.ed tree of 87 lE languages infened by [6]. Fig. 1 
shows a representation of this tree by groups (the group content is reported on 
the right). We also considered the 200 words of t.he Swadesh !ist [14] and their 
translations into 87 JE languages [5]. For cach word of this list, wc eomputed 
a distance matrix, D, (87 x 87), i=1, ... ,200, betwecn it.s translat.ions using a 
normalized Levenshtein distance (Equation 1, [7]). 
d(. .) = Levenshtein_distancc(-i, j) (1)~,J lcngth( i) + length(j) . 
For each such matrix, wc inferred the word phylogcnetic tree W" using the 
Neighbor Joining method [131. Fig. 2 shows the Robinson and Foulds (RF) 
topological dista.nce [12] (normalized by its maximal value of 2n - 6 for two 
binary trees with n leaves) between cach of the 200 word trecs W, and t.he 
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Fig. 1. Gray a.nd Atkinson (Fig. 1 in [6]) lE language evolutionary tree for 14 ma.in 
langua.ge gTOUpS. The group content is indicated on the right. The numbers on the 
tree branches are the tree bootstrap scores; the number of languages for each group 
is indicated between parentheses. 
language tree L. The average value of the normalized RF distance was 82 
%. Such a high value suggests an important ove rail discrcpancy between the 
language tree L and the word trees W; (i=1, ... ,200). 
Step 2. We applied the HGT detection algorithm ([8]) to infer word borrow­
ings, considering, in turn, the language trec Land each of thc 200 word trees 
Wi. Therefore, 200 different scenarios of tree reconciliation were computed. 
As the Oyen database [51 did not comprise any translation for the Hittite 
and Tocharian A and B languages, belonging to the Anatolian and Tocharian 
groups respectively, these l'l.nguages were not considered in our ana.lysis. 
Step 3. We combined a11 results from the obtained transfer scenarios to com­
pute the borrowing statistics. Intra-group transfers were ruled out in our com­
putations because of the high risk of accidentaI similarity among the words 
from the same language group. First, we assessed the total numbers of trans­
fers (i.e., number of word borrowings) between each pair of groups, and then 
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Fig. 2. Normalized Robinson and Foulds topological distance [121 betwcen each of 
the word trces and the lE language trcc in Fig. 1. 
the pereentages of words affccted by these tr"nsfers in each group. The 10 
most import.ant. tmnsfers were mapped into t.he lE language tree (sec Figs. 
3, 4 and 5). This computations were carried out, first, for ail 200 words and 
then, separately, for the words from the lexical and funetional categories. 
4 Results and discussion 
Fig. 3 shows the total numbers of borrowed words found for each pair of 
groups. The 10 most active transfers arc highlighted in clark grcy. These trans­
fers have been mapped into the lE language tree (Fig. 5a). If the geographical 
proximity can explain most of the frequent exchanges (e.g., between the West 
and North Germanic groups), some of them oeeur bct.ween the gTOUpS locat.ed 
far away from each other in the tree (c.g., between the Cel tic and Indic, or 
Iranian and Celtic groups). 
We can also observe a number of very active exchanges between the C!us­
ter combining the Indic and Iranian groups, and that combining the Cel tic, 
Italic, French/lberian, West/Nort.h Germanie and Siavic groups. These results 
suggest that despite the fact that the Iranian and Cel tic groups are locatecl 
far away From each other in the phylogenetic t.ree (Fig. 1), t.here is a s\rong 
relationship between thcm. 
Fig. 4 reports the percentages of words of a gi ven group affectcd by trans­
fers originating from other groups. Similarly to the results reponed in Fig. 3, 
the highest values were found for the neighbor groups. One can also notice that 
the c!uster combining the Indic and Iranian groups has a sustained influence 
on the othef groups. ln the sa.me way, we IlIappcd the lU most. intensive trans­
fers into the lE evolutionary trec (Fig. 5b). Some other high percentages (in 
light grey) can be explained either by well-known historical migration events 
(e.g., between the Armenian and lranian groups) or should be invcstigated in 
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Frucb \V. Cu N.Gn A1b. Ana.Cdlk h.Ut B.lhk Sta"k ladle Ir...... e..... Ibtrlu mule ...ok .100 .... 
Crbk 53 82 88 58 16 68 I!I 83 52 30 37 
lIolk 5' 1I5l 29 2' la '5 '9 32 33 18 1 
FrndllIbrriali 33 Hl 34 17 17 46 36 36 1 
WenGrrmulc 3. 28 85 !lIS 17 44 5' 5' 22 29 la 
NorUa Crrmu.lc 3. 19 2. UI 5 16 25 23 21 2 9 
Sallie 29 32 23 2. 24 . tG. 40 19 '5 
Sink 47 '5 67 72 J5 59 80 72 52 22 la 
ladle 60 51 64 8J J' 26 ",. 161 J9 33 17 
Ira.laD 8!1 
" 
8. 4J 21 69 D4 '5 25 44., 
Albllll&D '8 41 75 2. 14 14 47 5' 60 10 7 
Crnk S5 28 18 23 11 II JO 68 '6 JI • 
Armra1aa 'J 7 42 22 12 la 20 74 77 21 6 
Fig. 3. Total numbers of word borrowing events between eaeh pair of language 
groups. For instance, 5:3 words of the Italic group were borrowed from the languages 
of the Celtie group; 10 highest values are highlighted in dark grey and 12 following 
highest values in light grey. 
Frtllcll W.Cn N.~r A1b. Ana.Crltk IlaUc Ballk Sl.vk Iadk ......... e.....
 Ibert.a mule ..>ok .... .... 
Crhlc J.98 4.36 S., 4.26 2.65 2.63 4 5.27 5.57 3.07 !1.14 ! 
lillk J.6 Wl9 1.78 1.76 1.66 1.74 2.2 2.03 3.53 1.84 0.27 
Frtaclal1'l>trtla 2.2 .19.. 2.09 1.25 0.66 0.66 2.07 2.28 3.85 0.1 1.6 
WnlGrrmuk 2.4 2.1 4.52 n.• 2.82 1.7 2.43 3.43 2.36 2.97 2.66 
NOr1bGrrmnk 2.4 1.'J 1.38 11.711 0.83 0.62 1.12 1.46 2.25 0.2 2.39 
B.11k 1.9J 2.4 1.22 1.• 1.76 3.48 1.8 2.92 2.03 4.61 1.. 
S"vl< 3.14 J.J8 J.S6 4.42 2.57 1.111 J .• 4.57 5.57 2.25 2.66 
ladlc 4 J.83 J.4 5.09 2.49 4.31 J.64 10.22. 4.18 3.38 4.52 
lrnl.. .5.K. J.08 4.51 3.74 3.15 3.48 2.67 tD.07 4.82 2.56 11.7 . 
Alb"wlI J.2 J.08 J.99 1.• 1.03 2.32 1.82 2.43 3.81 1.02 1.86 
C~,k 3.67 2.1 0.96 1.41 0.81 5.14 1.16 J.06 2.92 3.32 1.06 
Ananlall 2.87 0.53 2.2J 1.35 0.88 1.66 0.71 J.JJ 4.89 2.25 0.61 
Fig. 4. Pereentages of words atfected by borro\Ving from other groups. For instance, 
3.98% of the \Vords of the Italie group have the Celtic origin. The :;ame color nota­
tions as in Fig. 3, \Vere adopted here. 
Armenian borrowed so many words l'rom the !rania.n languages that it was at 
first eonsirlered a part of the Indo-Iranian languages, and was not recogni:œd 
as an independent group of the Indo-European languages for many decades 
[15j (see the value of 11.7% for the transfers form Iranian to Armenian in 
Fig. 4). On the other hand, Baltic languages are extremely weil preserved, 
retaining archaic features similar to ancient Latin and Greek. Sirnilarities of 
the Baltic languages to ancient Greek (see the valuc of 5.14% for Greek to 
Baltic in Fig. 4) and Sanskrit (see value of 4.31% for Indie to I3altic in Fig. 
4) were noted long ago by Fran2 Bopp, the founder of comparative linguiotie 
13J. Overally, 37% of the considered words were affectecl by bOITowing from 
other language groups. The analogous results \Vere obtainecl for the words of 
the lexical category (36.9%) and functional category (37.1 %). 
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Fig. 5. Ten most frequcnt word cxchangcs bctlVecn the lE language groups in terms 
of (a) total numbers of transferred words, and (b) pcrccntages of affected words bl' 
group. 
5 Conclusion 
ln this papcr, we reeonstrueted a phylogenetie network of the Indo-European 
language family. The obtained netlVork allowed us to represent. the IVord bor­
rowing events that have an important influence on the evolution of the lE 
languages. We found that 37% of the lE words are affeeted by borrowing 
from other lE groups. Very similar rcsults IVcre obtained for the lexical and 
funetional categories. This means thll.t. the word borrowing process does not 
depend on the word eategory. Ho\Vever, the obtll.incd rcsult should be inter­
pret.cd \Vith caution bceausc sorne of the word similarities, cven for words 
belonging t.o different language groups. ean bc duc CO "ccidental resemblanee. 
We also found that the clusters eombining the Indic "-nd Iranian groups, and 
the Celtie, Italie, Freneh/l1.Jeriv.n, West/North Germanie groups have mlleh 
closer relat.ionships that. it is represcnted in t.he traDitional lE t.rec [6]. This 
may be the evidence of a mueh closer eommon anccstry betwccn these two 
clusters or of an intensive migration of the aneestors of the involved nations. 
This finding is very appealing and can cert.ainly bring more light t.o t.he ex­
254 
8 Ahx Boe, Anne-Marie Di Scullio and Vladimir Makarenkov 
isting hypotheses of the lE language evolution, such as the I<urgan expansion 
and the Anatolian farming hypothesis. In the future, it would be important to 
carry out a more comprehensive words borwwing analysis based on the 850 
words of the Basic English [91. Basic English is an English-based controlled 
language created by Charles Kay Ogden [91 (in essence, a simplified subset 
of English) as an international auxiliary language. Such a new analysis could 
help find more recent activities of borrowing. It would be also interesting to 
establish a parallel between each of the determined high word borrowing ac­
tivities (see Figs. 3 and 4) and the historical events such as wars, migrations, 
or importitnt commercial trades between related nations. 
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Weighted bootstrapping: a correction method for 
assessing the robustness of phylogenetic trees 
Vladimir Makarenkov,·t, Alix Boc 11 , Jingxin Xie 1t, Pedro Peres-Net02, François-Joseph Lapointe3, Pierre Legendre} 
Abstract 
Background: Non-parametric bootstrapping is a widely-used statistical procedure for assessing confidence of 
model parameters based on the empirical distribution of the observed data [1] and, as such, it has become a 
common method for assessing tree confidence in phylogenetics [2]. Traditional non-parametric bootstrapping does 
not weigh each tree inferred from resampled (i.e., pseudo-replicated) sequences. Hence, the quo/iry of these trees is 
not taken inta account when computing bootstrap scores associated with the clades of the original phylogeny. As 
a consequence, traditionally, the trees with different bootstrap support or those providing a differenr fit ta the 
corresponding pseudo-replicated sequences (the Nt qualiry can be expressed through the LS, ML or parsimony 
score) conrribute in the same way ta the computation of the bootsrrap support of the original phylogeny. 
Results: ln this article, we discuss the idea of applying weighted bootsrrapping to phylogenetic reconstruction by 
weighting each phylogeny inferred from resampled sequences. Tree weights can be based either on the least­
squares (LS) tree estimate or on the average secondary bootstrap score (SBS) associated with each resampled tree. 
Secondory boorsrfopping consists of the estimation of bootstrap scores of the trees inferred from resampled data. 
The LS and SBS-based bootsrrapping procedures were designed ta take inro account the quality of each "pseudo­
replicated" phylogeny in the final tree estimation. A simulation srudy was carried out to evaluate the performances 
of the five weighting strategies which are as follows: LS and SBS-based bootstrapping, LS and SBS-based 
boot5trapping with data normalization and the traditional unweighted bootstrapping. 
Conclusions: The simulations conducted with t'NO real data sets and the five weighting srrategies suggest that the 
SSS-based bootstrapping with the data normalization usually exhibits larger bootstrap scores and a higher 
robusrness compared ta the four other competing strategies, including the traditional bootsrrapping. The high 
robusrness of the normalized SBS could be particularly useful in situations where observed sequences have been 
affected by noise or have undergone massive insertion or deletion events. The results provided by the four other 
strategies were very similar regardless the noise level, thus also demonstrating the stabiliry of the rraditional 
boorstrapping method. 
Background by random sampling with replacement from the original 
In statistics, bootstrapping is a general purpose para­ data set. On the other hand, parametric bootstrapping 
meter estimation approach falling within a broader class involves sampling from a fitted parametric model, 
of resampling methods [11. Bootstrapping allows one to obtained by substituting the maximum likelihood esti­
assess whether the data distribution has been influenced mator for the unknown population parameter. 
by stochastic effects. Non-parametric bootstrapping pro­ Non-parametric bootstrapping is the most commonly 
ceeds by generating pseudo-replicates of the observed used robustness estimation method in phylogenetics 
data. Each of the pseudo-replicated data sets is obtained 12,31. Ir is applied to evaluate the reliability of a phyloge­
netic tree by examining how often a particulaI' clade, or 
the corresponding branch, in the tree appears when the 
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phylogenies from the resampled data. The frequency 
with which a given branch is found represents its boot­
strap support (i.e., bootstrap score). 
Different parametric bootstrapping procedures related 
to phylogenetic analysis were proposed by Huelsenbeck 
et al. [4], Swofford et al. [5) and Goldman et al. 161. Para­
metric bootstrapping can be carried out when we assume 
an explicit model of sequence evolution. [n this case, the 
original data are used to estima te the stochastic evolu­
tionary parameters, which mal' include the site-specific 
rates of evolution, the distribution from which the rates 
of evolution are drawn or the substitution probabilities 
on each branch, characterizing the original data set. 
ln spite of concerns, controversy and confusion over 
the interpretation of bootstrap scores [7-101, bootstrap 
analysis has been playing a prominent role in many phy­
logenetic studies and will Iikely remain a key method for 
assessing branch support of phylogenetic trees [Ill. It is 
often assumed, for instance, that the bootstrap support 
of a branch represents the probability that this branch is 
correct. However, this point of view is over-simplified 
[12). For example, in the case of the famous Felsenstein 
wl1e quartet tree the maximum parsimony and UPGMA 
methods converge to the wrong tree as the sequence 
length increases, and thus both assign very high boot­
strap scores to the clades of the wrong phylogeny 
[13,141. The best way to interpret the bootstrap support 
of a given clade is to consider that it indicates the prob­
ability that this clade would continue to be found if the 
same phylogenetic inferring method was applied to 
pseudo-replieated data having the same empirical distri­
bution as the original data set [121· 
ln this article we introduce two weighting schemes which 
can be used to assign weights to each of the trees obtained 
from pseudo-replicated data. One of them is based on the 
LS estimate of "pseudo-replicated" trees, whereas the sec­
ond one proceeds by assessing bootstrap support of those 
trees (i.e., carries out secondary bootstrapping). These two 
weighting schemes can be used to correct the standard 
non-parametric bootstrapping procedure that assign equal 
weights to each of the phylogenies obtained from the 
pseudo-replicated sequences. Such a correction will take 
into account the quality of each pseudo-replicated phylo­
geny. The LS coefficient, as weil as the ML function value 
or the Maximum parsimony score, can be used as an esti­
mate of how close the distance matrix obtained from the 
pseudo-replieated sequences (or the set of pseudo-repli­
cated sequences, in the case of ML or MP) is to the space 
of trees. For instance, if it is located far away from this 
space (i.e., titis corresponds to a high value of the LS coeffi­
cient) compared to the other trees inferred form pseudo­
replicates, then a low weight should be assigned to this tree 
(and to this pseudo-replicated data set). Alternatively, sec­
ondary bootstrapping can be performed to obtain a 
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robustl1ess estimate for each of the trees bullt from pseudo­
repticates. Each of the pseudo-replicated multiple sequence 
alignments (PRA) obtained from the original data can be 
resampled once again to obtain secondary pseudo-repli­
cated multiple sequence a1ignments (SPRA) that can be, in 
turn, used to assess the bootstrap support of the tree 
inferred from PRA. ln this way, an average bootstrap score 
of internai branches of each pseudo-replicated tree can be 
used to assign a weight to this tree. Thus, a higher average 
bootstrap score of a "pseudo-replicated" tree will corre­
spond to a higher weight assigned to this tree. 
This article is organized as follows. In the Methods 
section, we present two weighting schemes, based on 
the LS and secondary bootstrapping, used to assign 
weights to "pseudo- replieated" trees. There we also dis­
cuss the possibility of normalization of the obtained tree 
estimates. Then, in the Results section, we present the 
simulation results for the traditional (unweighted) boot­
strapping and four djfferent bootstrapping procedures 
inducing weights, while considering two real data sets of 
12 DNA sequences (Primate data set from [151) and 32 
protein sequences (PheRS sequences from 116)). (n these 
simulations, we also compare the robustness of the 
competing bootstrapping procedures by assessing their 
performances under the condition when different 
amounts of noise were added to the origi nal data. The 
Discussion section compares the proposed methods 
with standard bootstrap correction procedures and 
explains the rationale of our study. Finally, the Conclu­
sion section summarizes the introduced weighting 
schemes and presents the ideas for future research. 
Methods 
Here we discuss four new weighting schemes whieh ean 
be used in bootstrapping to assign weights to the trees 
obtained from pseudo-replicated sequences. Speeifically, 
the LS (Ieast-squares) and secondary bootstrap score esti­
mates will be computed for each pseudo-replicated phy­
logeny. The normalized LS and normalized secondary 
bootstrap score estimates will be also considered. Ali 
these estimates can be used to generate weights of 
pseudo-replicated trees. A "corrected" bootstrapping pro­
cedure based on the obtained weights will be presented. 
Let X be a set of n taxa (i.e., objects, speeles) and A be 
a multiple sequence alignment obtained for the taxa 
from X. We assume that each sequence in A has 1 
nucleotides (or amino aeids). The model of nucleotide 
substitution that best fits the data can then be deter­
mined and the corresponding data correction applied. A 
phylogenetic tree T can be inferred by a tree-building 
algorithm (the Neighbor-)oining [171 algorithm was 
used in this study to infer phylogenies). The standard 
non-parametric bootstrap scores can be calculated using 
the following procedure [21: 
257 
M.karenkov er al. BMC Evolulionary Bio/ogy 2010, 10:250 
hnp:!/www.biomedcentral.com/1471-21481101250 
(1) 1 columns of A are randomly chosen with replace­
ments, giving rise to a pseudo-replicated sequence align­
ment PRA with n rows of 1 columns. This procedure is 
repeated N times and a set of pseudo-replicated 
sequence aJignments PRA" PRA" , PRA N is obtained. 
(2) Phylogenetic trees Tl' T" , and TN are then 
reconstructed from the pseudo-replicated alignments 
PRA" PRA" ..., and PRA N , by means of the same tree­
inferring a1gorithm that was used to build T. 
(3) The topology of the original tree T is then com­
pared to the topologies of the trees built from pseudo­
replicates. The bootstrap score of the branch k in T 
(denoted here as bs.) is the percentage of time that k is 
found in the set of trees T" T" ... , and TN. lt is com­
puted as follows: 
b ( 1 ~ ) 100°1< h {l, ifll E B; (1)
sk= N~Œ, x 0, w ere Œ,= 0, ifkeB,' 
1"='1 
where B; is the set of internai branches of the tree Ti> 
given by their non-trivial splits or bipartitions. 
LS-based bootstrapping 
The least-squares (LS) coefficient can be used to esti­
mate how weil the given distance mat ri x D, obtained 
from the multiple sequence aJignment A using a specifie 
sequence-to-distance transformation, approximates the 
patristic distance (Le., additive distance or tree metric) 
d between the leaves of the phylogenetic tree T 
obtained from 0 using the selected tree-building algo­
rithm. In this study, the Jukes-Cantor distance r181 for 
the DNA sequences and Kimura Protein distance [19] 
for the amino acids were employed. The least-squares 
coefficient, LS, between 0 and d is computed as follows: 
15= L,L,(d(i,j)-O(i,iJ)7, (2) 
i 
where dU,j) is the distance between the taxa i and j, 
and !J(i,j) is the patristic distance between the leaves 
labelled by i and j in the phylogenetic tree T. 
We propose to use the LS coefficient to assign indivi­
dual weights to ail trees obtained from pseudo-replicated 
data (Figure 1). Obviously, the smaUer the value of the LS 
coefficient, the better the phylogenetic tree fits the corre­
sponding distance matrix O. Instead of using equal 
weights for ail trees obtained from pseudo-replicated 
data, as the traditional bootstrapping does, the following 
four-step weighting scheme was adopted in this study: 
1. Given the original sequence alignment A, we first 
computed from it a series of N pseudo-replicated align­
ments PRA" PRA" ..., and PRA N , using the traditional 
bootstrapping strategy. The Jukes-Cantor [18] evolution­
arr model was then applied to obtain the distance 
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matrices M, PRM" PRM2, ... , and PRMN> from A, PRA" 
PRA 2 ,···, and PRA N , respectively. Phylogenetic trees T, 
T" T2 , ... , and T N and the corresponding tree metric 
matrices d, d" d 2 , ... , and dN were calculated from 
these distance matrices using Neighbor Joining [17j. 
2. The vector ls = {ls, 1 t = L 2, ... , Nj, comprising the 
LS coefficients for ail N trees obtained from pseudo­
replicates was then computed: 
/s, = L,L,(d,(i,iJ-O,(i,j))l, (3) 
j 
where d, (i, il and 0, (i, il are, respectively, the dis­
tance between the taxa i and j in the pseudo-replicated 
distance matrix PRM, and the patristic distance 
between the leaves labelled by i and j in the tree t 
inferred from PRM, (Figure 1). The maximum Iikeli­
hood (ML) and maximum parsimony (MP) estimates 
can be used at this step as an alternative to LS. In the 
case of maximum parsimony, multiple optimal trees 
are usually generated for each replicate (note that mul­
tiple trees are possible with ML, although in practice 
they are not typically recovered). The resultant multi­
ple pseudo-replicated trees can be treated in two fol­
lowing alternative ways: First, a consensus tree for 
these multiple trees can be established (e.g., using an 
extended majority rule) and then used in the computa­
tions in the same way that the unique NJ Iree; second, 
each of the obtained multiple pseudo- replicated trees 
can directly contribute to the computation of the 
weighted bootstrap scores, but the resulting weights 
(Formulas 4-5) of each of those trees should be in turn 
divided by the cardinality of the set of optimal trees 
obtained for the considered set of pseudo-replicated 
sequences. 
13. At this step the weights of ail trees,w = {w, t = l, 
2,..., Nj, obtained from pseudo-replicates were computed 
by solving the following system of equations: 
(4) 
The solution of the system (4) is as follows (for any 
t = l,..., Nj: 
(5) 
4. The LS-based bootstrap scores of the internal 
branches of T, denoted here as Is_bs = {ls_bsk 1 k = l, 
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Figure 1 l5-based bootstrapping. !.S-based bootsuapping: The lS coeffICient can be usea la assess the quality of phy1ogenct!c trees obit:! ned 
(rom pseudo-rephcaled sequence al gnmenls, Lowe' values of LS correspend 10 a belle, fi~ by d nt-1ylogenetlc ree and ale assoc..,ateo w"th 
higher welghls. 
2, ..., ml. were then determined. The LS-based bootstrap 
score of the branch k in T was computed as follows: 
If {l,irliEBls_bs" =(- L.,w,a,) X 100'/0, wh.r. <>, = -'-f--" (6)
N 1:=1 0, 1 hi BI 
where m is the number of internai branches of the 
original tree T and Bt is the set of internai branches of 
the tree /. 
Normalized LS-based bootstrapping 
Normalized LS-based bootstrap scores can also be com­
puted and used to estimate the robustness of a phyloge­
netic tree. The normalization of LS, which should in 
most cases accentuate the difference between the LS 
coefficients associated with the phylogenetic trees 
inferred from pseudo-replicated data, was performed in 
the following way: 
norm 15, = Is,-Min(15"ls" .. ·,ls N ) (7) 
- Max(Is"ls"···,ls,,)-Min(ls,,15,, .. ,ls,,) , 
where norm_ls = {norm_ls, 1 / = L 2,..., I\ry is the nor­
malized vector of the least-squares coefficients com­
puted after Step 2 (see the four-step weighting 
procedure described above) and Min(/s" Is2,..., /sN) and 
Max(/s" Is 2 , ... , IsN) are, respectively, the minimal and 
maximal values of the set {is" Is 2, ... , IsNI computed at 
Step 2. Obviously, ail the values of norm_ls, (/ = l, 2,..., 
N) are located in the [0,1] interva!. Steps 3 and 4 were 
then carried out as described above using the normal­
ized LS coefficients, and the weight of the tree / was 
computed as follows: 
N 
w, = N 
noml_'s, x (I--l--l (8) 
i=1 norm _ Is, 
Secondary bootstrapping 
Secondary bootstrap scores can be also used to assign 
weights to phylogenies inferred from pseudo-replicates. 
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The weight of each phylogeny inferred from (primary) 
pseudo-replicated sequences can be assessed as the aver­
age of bootstrap scores of its internai branches. A 
pseudo-replicated sequence alignment PRA, (i = l,..., N) 
can be used to create Ns secondary pseudo-replicated 
alignments SPRAi!, SPRA'2"'" SPRA,N,' As in traditional 
bootstrapping, the columns from PRA, can be randomly 
chosen with replacements to create secondary pseudo­
replicates. Phylogenetic trees Til, T'2'"'' and TiN, can 
then be inferred from the pseudo-replicated alignments 
SPRAi!, SPRA'2'"'' SPRA'Ns> and the tree T, inferred from 
PRAi' using the same tree-building algorithm (Figure 2). 
The topology of T, can then be compared to the topolo­
gies of the trees built from the secondary pseudo-repli­
cates. The bootstrap scores of ail inte rnal branches of T, 
can be computed, and the average bootstrap score 
(denoted here as ss,) characterizing the overall bootstrap 
support of the tree Ti can be estimated. 
When either the ML or MP approach is used, possible 
multiple optimal pseudo-replicated phylogenies can be 
treated in two ways: First, the mean of their average boot­
strap scores can be taken into account in Formulas 9 and 
10 and then their consensus tree in Formula Il; second, 
each of the obtained optimal MS or ML pseudo-repli ­
cated trees can directly contribute to the computation of 
the weighted bootstrap scores but their resulting weights 
(Formulas 9-10) should be divided by the cardinality of 
the set of optimal pseudo-replicated trees. 
The weights w =(IV, 1 t =l, 2,..., N) of ail the trees T, 
(i = l, ..., N) obtained from primal'Y pseudo-replicates 







The solution of the system (9) is as follows (for any 





Obviously, the bigger the average secondary bootstrap 
score assigned to a tree, the bigger the tree weight. 
The bootstrap scores of the internai branches of T based 
on secondary bootstrapping, and denoted as ss_bs = 
(ss_bsk 1k = 1,2,..., ml, can then be calculated. Thus, the 
bootstrap score of the branch k in T can be calculated as 
follows: 
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if/lE 0 
N ':1 O. IfJt~ 8, 
ss_bsJ: =(-) f LJIII,CI,)X100Ofo. wheJea/ = 1"-.--'. (II) 
where m is the number of internai branches of the 
original tree T and B, is the set of internai branches of 
the tl'ee t. 
Normalized secondary bootstrapping 
As in the case of the LS-based bootstl'apping, the nor­
malized secondary bootstrap scores can be computed 
and used to estimate the tree robustness. The normali­
zation, which should emphasize the difference between 
the average secondary bootstrap scores of phylogenetic 
trees inferred from primary pseudo-replicates, can be 
carried out in the following way: 
florin iS = 55! - Min(ssl'S,52· .. ·• i5 Nl (12)
l 
- MIlX(SSI'S5 2.·".SS,,,,)- Mill{SSI.S52' ",55",)' 
where norm_ss = (norm_ss, 1 t = 1, 2,..., N) is the nor­
mali2ed vector of the average secondary bootstrap scores 
of primary pseudo-replicated trees Tb"" TN , and Min 
(ss,' ss" .... SSN) and Max(ss" ss" ... SSN) are, l'es pec­
tively, the minimal and maximal values of the set {ss" ..., 
SSN)' Then, the weight of the primary pseudo-replicated 
tree t can be computed as follows: 
_ Nxnorm_ss, 
w( - N . 
(13)(Lnorm _ 55;) 
1=1 
Results 
In this section we apply the four discussed weighting 
schemes to examine two real data sets consisting, flrst, 
of protein-coding mitochondrial DNA sequences for a 
group of 12 Primate species 115J and, second, of 32 
PheRS Synthetase amino acid sequences for a group of 
32 organisms, induding bacteria, archaea and eukarya 
1161· 
Data description 
The fll'st examined data set was originally described by 
Hayasaka et al. 115]. The latter authors determined 
nudeotide sequences of homologous 896-base fragments 
of mitochondrial DNAs (mtDNAs) derived from four 
species of old-world monkeys, one species of new-world 
monkeys, two species of prosimians and flve species of 
hominoids. They then reconstructed a phylogenetic tree 
for this group of 12 Primates. The internai branches of 
this tree have very high bootstrap support, varying from 
85 to 100% (see the Results section). This data set was 
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T T Jukes-Cantor distance 
Secondary pseudo-replicated Secondary pseudo-replicated Secondary pseudo-replicated 
alignement 1 (SPRAh) alignement 2 (SPRAa) alignement Ns (SPRA;N,) 
obtained tram PM obtained tram PM obtained Irom PRA; 
Speeies_l MCCGGTI .. 
Speeies_2 ACACTGGT... 




Speeies_n ACCCTIGT.. Speeies_n ACCMTGT.. Speeies_n ACCAAATI.. 
Figure 2 Secondary bootstrapping, Secondary bootstrapPlIlg: Secondary psetldo-repl,cf:lted sequence aljgnments SPRA,~, SPRA/<:.. . and SPRA..., 
are obtalned from the primary seQuence allgnmem PRA,. Tht' tmes T,I. f,; ..,,, and TtII.'l Inferred respectivcly from SPRA, •. SPRA,~, .... and SPt?.A,"t, are 
seNing 10 assess the quality of the phylogenel1c Hee ~ used ln prim<Jry O.e., tradtlionan boo!s~rJp;Jlng. A higher value cf the average sE'Condary 
boOtsirap score of TI corresponds ta Ils bettel (secondary) support 3nd is aSSociated with ,;) higher welght 
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also analyzed in a number of evolutionary studies 
[20-23]. 
The second considered data set includes 32 PheRS 
Synthetase sequences with 171 bases for 21 bacteria, 6 
archaea and 2 eukarya organisms originally studied by 
Woese et al. [16J. PheRS is the only c1ass Il synthetase 
in the NUN codon group, and it has no close relatives 
within that class. For both the Ct- and p.subunits of 
PheRS, significant length differences distinguish the bac­
terial subunits from their archaeal counterparts. Woese 
et al. 116] found that the AARSs were very informative 
about the evolutionary process. The analysis of different 
phylogenetic trees for a number of considered AARSs 
revealed the following features: The AARSs evolutionary 
relationships were mostly conform to established species 
phylogeny; a strong distinction existed between bacterial 
and archaea! types of AARSs; horizontal transfer of 
AARS genes between archaea and bacteria was predicted 
(see also 1241). ln fact, PheRS shows c1assical canonical 
pattern with the onJy exception being the spirochetes (i. 
e., Borrelia burgdorferi and Treponema pallidum) 
PheRSs. They are of the archaeal, not the bacterial 
genre, and are c10sely related to the clade formed by the 
archaea Pyrococcus horikoshii, Pyrobacu/um aerophilum 
and Sulf%bus solfataricus (see the Results section and 
Figure two in [161). The considered PheRS data set was 
also studied intensively [24-33J. 
Distribution of the LS coefficients and average secondary 
bootstrap scores 
First, we examined the distribution of the least-squares 
(LS) coemcients and secondary bootstrap scores (SBS) 
for the Primate 115J and PheRS Synthetase 116J data 
sets presented above (Figures 3 and 4, cases a-b). For 
both original multiple sequence alignments (MSA), we 
also created their "noisy" variants by modifying 10% of 
the nucleotides for the Primate MSA and amino acids 
for the PheRS MSA (Figures 3 and 4, cases cod). The 
noise-affected data were generated in order to investi­
gate how the LS and SBS functions change when the 
uncertainty is introduced in the data. Figures 3 and 4 
show the distribution of LS and SBS for the original (a) 
and "noisy" (b) MSAs as weil as for 100 pseudo-repli­
cated data sets obtained from each of them. 
Figures 3a and 4a show that the LS coefficients corre­
sponding to the original MSAs (depicted by encircled 
diamonds in both figures) are very low (e.g., the lowest 
LS coefficient in Figure 4a is that of the original MSA). 
This means that the original MSAs were generally much 
c10ser to the space of phylogenetic trees than the 
pseudo-replicated MSAs obtained from them. After the 
addition of noise (Figures 3c and 4c) the LS coefficients 
corresponding to the original and pseudo-replicated 
MS As obviously increased, but the difference between 
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them emphasized: The LS coemcient of both original 
trees (Figures 3c and 4c) became the smallest ones in 
both cases. 
On the other hand, the average SBS corresponding to 
the original trees (see the encircled triangles in Figures 
3b and 4b) were not among the highest ones compared 
to those of the "pseudo-replicated" trees. This means 
that the original trees were not necessarily more robust 
than their pseudo-replicated counterparts. After the 
addition of noise (Figures 3d and 4d), the robustness of 
the original and "pseudo-replicated" trees decreased as 
expected. For the noisy data, the average SBS of the ori­
ginal trees remained onJy slightly higher th an the mean 
of the average SBS of the "pseudo-replicated" trees. 
Simulation study
 
A simulation study was conducted to evaluate the per­

formances of the four introduced weighting strategies,
 
including the LS and SBS-based (original and normal­

ized) bootstrapping. The traditional bootstrapping
 
scheme, assigning the weights of 1 to ail pseudo-repli­

cated trees, was also tested. The simulations were car­

ried out on the Primate 115J and PheRS Synthetase 116J
 
data sets discussed above.
 
In order to examine the robustness of each weighting 
strategy, a simulation with "noisy" sequences was per­
formed. A random noise varying from 1 to 10% (with 
the step of 1%) was added to both original MSAs (for 
the Primate and PheRS data) to create the variants of 
"noisy" data. To simulate noisy data in the aligned 
sequences, we tested two experimental strategies. The 
first strategy consisted of changing at random a fixed 
percentage of nucleotides from the observed sequence, 
whereas the second one consisted of the random elimi­
nation or addition of blocks of nucleotides (or amino 
acids) of different sizes. ln this section, we are present­
ing the combined results (with the 50/50% ratio) for 
these two strategies detailed below. 
Strategy 1. For a given noise percentage (NR%), each 
nucleotide or amino acid of the original data set had the 
probability of NR% to change its state. If the nucleotide 
or ami no acid x was chosen to be affected by noise, it 
was replaced by a different nucleotide or amino acid. Ali 
the other nucleotides or amino acids, different from x, 
had an equal probability (1/3 for nucleotides and 1119 
for ami no acids) to replace x in the MSA. The 
sequences were not realigned after the addition of noise. 
Strategy 2. For a given percentage of noise (NR%), the 
random elimination or addition of blocks of nucleotides 
(or amino acids) of different sizes (the block sizes were 
selected randomly and varied from n*/*NRI2 to n*/*NR/ 
10 nucleotides or amino acids, where n was the number 
of species and / was the sequence length) was per­
formed. The elimination of blocks of nucleotides or 
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Figure 4 Distribution of the LS coefficients and sas for the PheRS data set. OlstrÎootion of the LS coemoems for the orlgllal (a) and 
&t\OISy'" (b) PheRS (16] multiple sequence alignments (MSAs) and 100 pseudo-rerJli,ateê dala sets Cbtalned (rom ead\ of ihem. DistrIbution of 
the average secondary boolStrap scores of the trees correspondlng r.o he or~ na' (e) and "noisy· (0) PheRS MSAs and 100 ps.eudo-repllC;ated 
data sets obtained from each of them. The first (encircled) vatue COrl~ponds te the original (cases a and b) and nos affeCled or;g nal (cases c 
ana d) /ViSAs. 
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amino acids imitates possible deletion events and intro­
duces new gaps in the multiple sequence alignment. 
The addition of short sequences of nueleotides or amino 
acids imitates possible insertion events. 
The Seqboot program from the PHYLIP package 134J 
was used to generate multiple resampled versions of the 
original Primate and PheRS MSA. For each execution, 
100 replicates of the original data sets were generated. 
Ali the other parameters used were the default Seqboot 
parameters. The Jukes-Cantor [18]. in the case of 
nueleotides, and Kimura Protein [19]. in the case of 
amino acids, sequence-to-distance transformations fol­
lowed by the Neighbor- joining algorithm [17J were car­
ried out to infer phylogenetic trees. The five 
bootstrapping strategies (4 relying of weights and the 
traditional one) were tested on such noisy pseudo-repli­
cates. For each of the five strategies, the following mea­
sure, denoted here as least-squares bootstrap deviation ­
Is_bd, was calculated as follows to assess the strategy 
robustness: 
on 
ls_bd = L(bs k -bsn"f, (14) 
k;\ 
where bSk is the bootstrap score of the internai branch 
k in the original tree T inferred from the original MSA 
(i.e., from the original Primate or PheRS data set), bsnk 
is the bootstrap score of the internai branch k in the 
tree Tnoj,y obtained from the original MSA affected by 
noise, and m is the number of internaI branches in the 
original tree T (note that m was always equal to n-3, 
where n was the number of species, for both Primate 
and PheRS phylogenies). 
Figures 5 and 6 report, respectively, the Primate [15] 
and PheRS 116] phylogenies built with Neighbor-joining. 
ft is worth noting that the Primate phylogenetic tree 
(Figure 5) perfectly corresponds to that previously 
obtained by Makarenkov and Legendre [2IJ, whereas 
the PheRS phylogeny (Figure 6) was different from the 
tree obtained by Woese et al. [16] and Boe et al. [24], 
using the ML methods. The most noticeable difference 
between the presented Nj phylogeny (Figure 6) and the 
ML trees built by Woese et al. 116] and Boe et al. [24] is 
that in the tree in Figure 6 the spirochetes (i.e., PheRSs 
of the bacteria B. burgdorferi and T. pallidum) are not 
specifically related to the archaebacterium P. horikoshii 
(these three organisms form a 3-taxon eluster in the 
trees shown in Figure two in [16} and Figure seven in 
[24]). The bootstrap scores provided by the five compet­
ing bootstrapping strategies (i.e., traditional bootstrap 
scores, secondary bootstrap scores, LS-based bootstrap 
scores, normalized secondary bootstrap scores and nor­
malized LS-based bootstrap scores) were calculated for 
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the original and noisy data and depicted in Figure 5 (for 
the Primate data) and Figure 6 and Table 1 (for the 
PheRS data). The results presented in Figures 5 and 6, 
and in Table 1 demonstrate that the normalized second­
ary bootstrap scores were usually higher than the boat· 
strap scores yielded by the four other bootstrapping 
strategies, including the traditional bootstrapping 
method. This trend was maintained for bath original 
and noisy data. On the other hand, the bootstrap scores 
provided by the secondary bootstrapping, LS-based 
bootstrapping, and normalized LS-based bootstrapping 
were very similar to those obtained with the traditional 
unweighted bootstrapping. For instance for the original 
(and, respectively, for the noisy) PheRS data, the stan­
dard bootstrap scores were lower than those given by 
the normalized secondary bootstrap scores strategy in 
18 of 29 cases (24 of 29 cases for the noisy data), equal 
in 9 cases (4 cases for the noisy data) and higher in only 
2 cases (1 case for the noisy data). Thus, wh en a 10%­
noise was added ta the data, the difference in the boot­
strap scores even emphasized. The indicated scoreS for 
the original and noisy data, for each of the tested noise 
percentages, were the averages calculated over 100 
repeated calculations (for both primary and seconda l'y 
bootstrapping). 
Moreover, Figures 7 and 8, representing, respectively, 
the Primate [15] and PheRS [161 data, illustrate the dif­
ference in the following parameters between the (ive 
bootstrapping strategies: Sum of bootstrap scores of 
internai branches (Figures 7-8 a-b) and least-squares 
bootstrap deviation (Figures 7 -8 cod). The latter para­
meter, computed according to Formula 14, can be 
viewed as an indicator of the method's robustness. 
Indeed, the lower the method sensitivity regarding the 
noise factor, the smaller the least-squares bootstrap 
deviation. The results in Figures 7-8 are shawn depend­
ing on the noise percentage (varying from 1 ta 10%). 
When observing the sum of bootstrap scores and the 
least-squares bootstrap deviation curves, one can notice 
that the normalized secondary bootstrap scores strategy 
always provided the highest totals of bootstrap scores of 
internai branches and the lowest least-squares bootstrap 
deviations regardless the noise level. For instance for the 
Primate data set and the normalized secondary boot­
strapping, the least-squares bootstrap deviation, Is_bd, 
between the noise-free and noisy bootstrap scores (For­
mula 14) was equal ta 644.01, while for the traditional 
bootstrapping, the Is_bd coefficient was much higher 
and equal ta 786.4. Alternatively, for the PheRS data set 
and the normalized secondary bootstrapping, the Is_bd 
coefficient was equal ta 2279.19, while fol' the traditional 
bootstrapping it was also much higher and equal ta 
2534.58. The addition al simulations conducted with lar­
gel' noise levels (when the noise factor varied from 10 ta 
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Figure 5 Primate phylogenetic tree with bootstrap scores. The 12-taxon Primate ph oger.eLi.c: tree inferred IMth N 9 bor·jolning (17]. The 
nucleotide sequence~ of 896-base fragments of rnitochondrral DNAs [15) vvef~ conSldered ana ransformed into dls~ànces u~ng the Juk.es 
Cantor transformation [181_ The txxmHap scores provided by the nve consdeied bootstrapping strateg es are IndlcJled above IniernaJ 'bf(mche~. 
They are shown for the oflgin(ll and noisy data (the ~oisy data were obtalneo ah. h~ additIon of )0% of noise ta the O1iginal sequenC:d. ,Iley 
are indlCated belween parenlheses) The bootstrap scores arE' lndicated Ln ,e fol~ow ng orGer Stand rd OOl1l"itrilP scores. se<.onJary boctsuap 
scores. LS-based bcomrap scores. ncrmalizE'd secondary boctsHap sc cre') (shawn in bold) and normallzed LS-bJsed OootStf.iJP scorC$ 
35%; these results are not shown) confirmed the assessments of error". Efron et al. 1371 defined another 
observed trend. type of non-Bayesian confidence level .; (which can be 
estimated by a two-level bootstrap algorithm), such that 
Discussion ;;, and .; converge at rate 1/.Jri, as the sequence 
The controversial study conducted by Hillis and Bull length n increases. The methods discussed in [37J and 
[35J claimed that the traditional bootstrap confidence [381 assess the curvature of the solution boundary, 
values used ta assess tree accuracy are consistently which is used in an analytical correction formula to esti­
biased downward. As a response to Hillis and Bull [35], mate the magnitude of the shifted bootstrap 
Felsenstein and Kishino [361 argued that the phenomena distribution. 
noticed in 135J are not the result of bootstrap use but ln 138]. Efron and Tibshirani introduced the "problem 
rather a result of summarizing the evidence for a given of regions". There, one wishes to know which of a dis­
clade using the associated p-values. crete set of possibilities applies to a continuous para­
Later on, Efron et al. 1371 introduced a method for meter vector. Efron and Tibshirani gave several 
bias correction ta estima te more accu rate p-values for examples of problem of regions that appear in real 
topological inference through a correction based on applications, including testing significance for model 
[jrst-order p-values. The simplex of possible solutions is selection and for the number of density peaks. They 
partitioned into regions corresponding to different tree concluded that, at some point, third-order and higher 
topologies [37,38]. Efron's study concluded that the con­ terms may be necessary to obtain sufficiently accu rate 
fidence values ;;, obtained using the traditional Felsen­ confidence estimates [38]. Both of the latter studies used 
stein's bootstrapping are not systematically conservative weighting procedures. However, the weights described in 
(Le., not biased systematically downward) as was stated [[371 and [38]] are not applied to pseudo-replicated 
by Bull and Hillis 135). Depending on the local config­ trees, as in our study, but to the first-Ievel bootstrap 
uration of the topological space around the actual tree, vectors. The procedure of reweighting the first-order 
the bias may be conservative or liberal. According to resamples is carried out using a simple importance sam­
Efron's study 137). Felsenstein's method provides a rea­ pUng scheme Isee the Bootstrap reweighting section in 
sonable first approximation to the actual confidence 38 and Equations 4.1-4.14 thereinl. According to 1381. 
levels of the observed tree clades, One Interpretation of reweighting the first-order bootstrap samples converts, 
non-parametric bootstrapping that is compatible with from a Bayesian point of view, the f1at-prior of a poster­
Bayesian Inference was also proposed [[37]. page 7090]: iori probability distribution of the related regions into 
"In a Bayesian sense, ;;, can be thought of as reasonable the appropriate Welch- Peers a posteriori probabilities. 
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Figure 6 PheRS phylogenetic tree with bootstrap scores. The 32-1aXC:l PneRS Syrllhetasc 116J phylcg ny ~nrerred us.'ng Nelghbo;-Juin'nc 
[17]. The standard bcOlsuap scores, followed by nc~mGHzea second;)!)' !::cotst;ap scores, are ,ndl dled dcove (",e Inletl1t1\ bra'1ct'es. fhey are 
shown for [he origirïal ilnd noisy data (the noisy data were obta:neé a(ter he addition of 10% of noise (0 the original scqL;ences; lhey ace 
Indicaled under the Interna! branches). The bootstrap scores for the "nlce otf~er l:teightmg bOOlstnlp ~th){egjeS are present in Taule 1 
tencirded, èlre the bJanch flumbers i)~ they are reported ln Tah1e 1) 
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Table 1 Bootstrap scores comparjson for the PheRS data set 
Branch number Scores (or noise-free data Scores for noisy dota (70% of noise) 
5td 5B L5 N5B NL5 5td 5B L5 N5B NL5 
35.7 35.7 35.4 35.7 35.2 33.0 33.0 32.6 32.8 32.4 
100.0 lC~.o 100.0 100.0 100.0 99.7 99.7 997 99.7 99.7 
54.1 54.3 53.7 55.3 534 43.4 43.6 43.0 44.9 42.8 
1000 I~.O ICO.o 100.0 1000 99.9 99.9 99.9 100.0 99.9 
91.7 919 91.8 92.8 91.7 78.6 79.2 787 81.7 78.7 
47.2 47.4 47.6 48.7 47.9 34.2 34.6 34.6 36.6 34.8 
54.4 547 54.4 56.3 54.5 43.8 44.2 43.8 45.9 43.8 
8 22.8 22.7 22.7 22.5 22.7 20.5 205 20.4 20.8 203 
9 lCO.O lOû.O IO~.O 100.0 100.0 100.0 1000 100.0 100.0 I(JOO 
10 ICO.O lCQ.O 100.0 100.0 100.0 99.8 99.8 998 99.8 99.8 
Il 989 98.9 990 99.0 99.0 953 95.4 955 96.0 95.6 
12 99.9 99.9 99.9 99.9 99.9 97.1 97.2 97.0 975 97.0 
13 68.2 68.3 68.8 69.1 69.2 56.6 56.9 576 58.4 583 
14 998 99.8 99.8 99.9 99.9 98.6 98.7 98.7 98.9 98.7 
15 23.6 23.9 23.5 25.4 23.5 ",./ 160 15.8 17.3 16.0 
16 453 45.6 455 47.0 45.6 32.1 32.4 32.'. 33.7 32.4 
17 5.1 5.1 50 5.2 5.0 2.4 25 25 2.8 25 
18 663 66.8 67.0 68.9 67.4 505 51.2 51.0 54.6 514 
19 63.2 63.2 635 63.3 63.7 54.7 54.9 550 55.5 55.3 
20 5.5 5.5 5.6 5.6 5.7 2.7 27 27 2.8 2.7 
21 26.1 26.2 26.1 26.9 76) 199 20.1 200 21.0 200 
22 2.2 2.2 22 2.2 2.3 1.2 12 12 1.3 1.3 
23. 33.2 33.5 32.9 34.7 32.7 21.5 218 21.2 23.2 21 1 
24 214 21.5 21.2 22.2 212 10.7 10.8 10.6 11.6 10.7 
25 100.0 ICO.O 100.0 100.0 ICO.o 99.8 998 99.7 99.8 99.7 
26 690 69.2 69.4 70.0 695 50.2 50.5 504 51.9 50.6 
27 77.0 77.3 76.9 78.9 77.0 M.5 64.9 645 66.9 646 
28 31.1 31 1 31.0 31.1 30.9 178 17.9 17.8 18.6 17.9 
29 49.1 49.1 49.3 49.0 49.3 334 33.5 335 34.1 33.6 
Comparison of boolstrap scores for the five bootslrapping strategies considered in Ihis sludy. The comparison was made for ail 32 jnternal branches of the 
phylogeneljc [tees inferred from the original (i.e., noise-free) and noisy (wlth 10% of nOIse added) PheR$ sequences. The branch numbers correspond 10 Ihase 
indicated in Figure 6. Standard boolslrap scores (Stdj, secandary baomrap scores (SB), lS-based boolstrap scores (~), normalized secondary boolstrap scores 
(NSB, shawn in bold) and normalized LS-based boolStrap scores (N~) are reponed. 
Furthermore, the method introduced in this paper is aggregation c1ustering) have recently emerged as a 
based on the quality of pseudo· replicated trees powerful tool to address traditional c1ustering issues 
(expressed through the LS and SBS measures) used in 139]. Given a data collection, a set of c1ustering solutions 
the c1assical Felsenstein's bootstrapping, whereas the (i.e., ensemble), can be generated by varying the para· 
Efron method [37J, based on an ilerative bootstrapping, meter settings. Given a c1ustering ensemble (in our case, 
searches directly for the improvement of the bootstrap the set of trees obtained from resampled sequences), a 
scores robustness. Il is worth noting that the second· major goal is to extract a consensus partition (in our 
leveJ bootstrap vectors considered in [37] (that are case, the original tree with a robust bootstrap support), 
somewhat analogous to the SBS considered in this taking into account information available from the given 
paper) are generated only for the first·level bootstrap set of c1ustering solutions. Gullo et al. [39] provided the 
veclors located on the boundary of the clade whose justification for several weighting schemes to discrimi· 
robustness is evaluated. nate among the c1ustering solutions, including the One 
ln their recent work, Gullo et al. 1391 discussed the adopted in the present study. Each of these schemes is 
usage of different weighting schemes for c1ustering based on theoretical considerations on ensemble diver· 
ensembles, including the probtems of consensuS tree sity and computes the vector of weights w ~ (w" ..., WN) 
reconstruction and bootstrap support computation. in such a way that w, E 10; j J, for each i E Il, ...,N), and 
Clustering ensembles (i.e., consensus clustering or tw",. The first of those schemes, calJed Single 
267 
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Figure 7 Sum of bOolstrap scores and LS deviation for the Primate data set Sum of boO(slrap scores of imerr;al branches (cases a and b) 
and least-square~ bootstrap deviation (cases c and d), computed accordlng te Formula 14, for the Pnmate data sel [15' obtalned by the ~ve 
bootstrapping strategies cons:dered in this study. The results afe shown wlth reSQèct 10 the noise !evel (the noise pet' entage varying frcm l 10 
10% is represemed on the x-axis) Standard bootstrap scores are ceplcted by eln:: s. ljKonéary boctsHJp semes Dy cr050-'>eS. LS base<' 'nOotS\lJp 
scores by diamonds, normalized secondary boolstrap scores by squares. d'1d 10rmaiized L5 oosed bootstrap scores by tnangles 
Weighting (see Formula 4.4 in [39]), presents the most 
intuitive way to weight each clustering solution (i.e., 
each pseudo·replicated tree in our case). The key idea 
consists in computing each individual c1uster diversity 
measure (in our case, such a measure would be the LS 
coefficient Or the average SBS associated with e.ch 
pseudo-replicated phylogeny) and then in assigning 
weights that are proportional to individual c1uster diver­
sities. In fact, Formulas 5 and 10 used in our study to 
determine the individual weights of pseudo-replicated 
trees are analogous to Formula 4.4 in (39J. These for­
mulas represent the simplest and the most intuitive way 
of introducing weights in bootstrap analysis. Most 
research works focusing on c1ustering ensembles diver­
sity suggest selecting ensembles according to a maxi­
mum diversity criterion 140·42), which states that the 
higher the ensemble diversity (i.e., the more variation 
we have in the individual LS coefficients or in the aver­
age SBS), the better the accuracy of the consensus parti­
tion (i.e., bootstrap scores or consensus tree) extracted 
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Figure 8 Sum of bootstrap scores and L5 deviation for the PheRS data set. Sum of boolsHap scores of internai branches (cases a ard 0) 
and leasl-squares bOOlSirap deviauon (cases c and d), compv[ed 3ccordJng to Formula 1.... , for (ne PheRS Synthetase dlHa se: 1161 obta nec' by 
the (j'le ooOlstrapping strategies consldered ln (his s[udy. nIe leS lt iH€' 'ihown V.,Mn respect [0 the ncse level (the ne è Dercemage varYJp.9 
from l tO 1mil 1$ represemed on tne x-axis). Standard bootslfap seo/es aie deOH:ted by ucleS,. 'Secondary boo:sttar scores by clmses, LS-base.d 
boolstrap scores by diamonds. normallzed secondary bOO1suap sco:es by squales. and /lOrma,lzed LS-basf'd boOlstrilP SCOles by uianglM 
from the ensemble. Thus, in our study, the weights are 
computed using a linearly increasing distribution, which 
defines weights according to a maximum diversity cri­
terion. [n the future, it would be also interesting to test 
the other weightittg schemes discussed in 1391. Specifi­
cally, a Normal distribution model that computes 
weights according to a median diversity criterion (see 
Formula 4.5 in (391) along with the Group Weighting 
(see Formulas 4.6-4.9 in (39]) and Dendrogram Weight­
ing (see Formula 4.10 and Algorithm l in [39]) models 
could be tested in the framework of weighted 
bootstrapping. 
Conclusions 
The traditional non-parametric bootstrapping is a com­
mon method for assessing tree confidence in phyloge­
netjç analysis 121. It generates and operates pseudo­
replicated (i.e., resampled) data sets having the same 
empirical distribution that the original data set. How­
ever, tradition al bootstrapping does not take into 
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aeeount either the "tree-Iikeness" of phylogenies inferred 
from pseudo-replieated sequences (Le., how weil these 
phylogenies fit the eorresponding pseudo-replieated sets 
of sequences) or the bootstrap support of those phyloge­
nies. In this study, we deseribed four weighting strate­
gies allowing one to assign weights to the trees inferred 
from pseudo-replieates, and thus to do away with one of 
the limitations of traditional bootstrapping: The assign­
ment of equal weights to ail "pseudo-replieated" trees. 
ln our approaeh, the weights of the trees inferred from 
pseudo-replieates are assigned aeeording to either the 
LS estimate of this tree (i.e., how weil it fits the pseudo­
replieated sequences) or to the average seeondary boot­
strap scores (SaS) of the tree (Le., the bootstrap scores 
assoeiated with the internai branches of "pseudo-repli ­
eated" trees). The simulations earried out with two real 
data sets and five weighting strategies, including the LS 
and SaS-based bootstrapping, the LS and SaS-based 
bootstrapping with the data normalization, and the tra­
ditional bootstrapping. suggest that the weighted boot­
strapping based on the normalized sas usually exhibits 
larger bootstrap scores and a higher robustness eom­
pared to the traditional bootstrapping and the three 
other competing methods. The high robustness of the 
weighting strategy based on the normalized sas makes 
this strategy particularly useful in the situations wh en 
the eonsidered sequences were affeeted by noise or 
underwent insertion or deletion events. Nso. when large 
numbers of replieates (~100) were eonsidered, the per­
formances of the four other weighting strategies were 
very similar, thus eonfirming the stability of the tradi­
tional unweighted bootstrapping. 
An interesting way for the future investigation would 
be the study of the proposed weighting sehemes in the 
eontext of establishing a consensus tree. For instance, 
the Consense program of the PHYLIP package 134) 
allows the user to introduee weights for eaeh of the 
input trees. lndeed. the average sas or LS (original or 
normalized) estima tes of the trees (e.g.. of the trees 
obtained from the pseudo-replieated sequences) couId 
be used to compute the consensus tree (see also [43]). 
ln addition, a new way of eomputing a consensus tree. 
whieh takes into aeeount ail individual bootstrap scores 
of the internaI branches of the input trees. eould be 
developed for the weighted supertree methods diseussed 
in [44). 
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ABSTRACT 
Many bacteria and viruses adapt to varying environ­
mental conditions through the acquisition of mosaic 
genes, A mosaic gene is composed of alternating 
sequence polymorphisms either belonging to the 
host original allele or derived from the integrated 
donor DNA. Often, the integrated sequence contains 
a selectable genetic marker (e.g. marker allowing 
for antibiotic resistance). An effective identification 
of mosaic genes and detection of corresponding 
partial horizontal gene transfers (HGTs) are among 
the most important challenges posed by evolution­
ary biology. We developed a method for detecting 
partial HGT events and related intragenic recombin­
ation giving rise to the formation of mosaic genes. A 
bootstrap procedure incorporated in our method is 
used to assess the support of each predicted partial 
gene transfer. The proposed method can be also 
applied to confirm or discard complete (i.e. trad­
itional) horizontal gene transfers detected by any 
HGT inferring method. While working on a full ­
genome scale, the new method can be used to 
assess the level of mosaicism in the considered 
genomes as weil as the rates of complete and 
partial HGT underlying their evolution. 
INTRODUCTION 
Horizontal gene transfer (HGT) (also calle<! lateral gene 
lransfer) is one of lhe major mechanisms contributing lO 
microbial genome diversification. HGT is dominant 
among various groups of genes in prokaryotes (1). The 
understanding of the key l'ole played by HGT in species 
evollition has been one of the most fllndamental changes 
in our perception of general aspects of moleclilar biology 
in reeent years (2,3). HGT can pose several risks LO 
humans, including: cancer triggered by the insenion of 
transgenic DNA inlo human cell, antibiol;c-resislant genes 
spreading 10 pathogenÎc bacteria. and ctisease-associitted 
genes spreading and recombining to create new viruses 
and bacleria (4), Two models of HGT have been con· 
sidered in the Iiterature (5), First, and the mosl popular 
of them, is the traditional model of complete HGT, Il 
assumes lhal the transferred gene either supplanls the 
onhologous gene of lhe recipienl genome or, when the 
transCerred gene is absent in the recipient genome, is 
added lo it (6), The second model is lhal of panial gene 
transfer, implying the formation of 'mosaic' genes, A 
mosaic gene is an allele acquired lhrough transformation 
or conjugalion (e.g. l'rom a different baclerium) and sub­
sequenl imegratioll through illlragenic recombimllion into 
lhe original host allele (7,8). The term mosaic stems l'rom 
lhe pallern of inlerspersed blocks of sequences having dif­
fen:nI evuhlliomny hîslOries bm found combinect in lhe 
resnlting allele subsequenl LO recombinalion evenlS, The 
recombinect segments can be cterivect Crom other strains of 
the same species or Crom other more distant bacterial or 
viral relatives (7,9). When lhe incoming DNA is signifi­
cantly different l'rom lhe host DNA, mosaic genes can 
express proteins with novel phenotypes (e,g, in the case 
when the donor DNA derives l'rom a differem species or 
gemlS). At lhe time of HGT evem, horizontally t(ansferred 
genes reftect the base composition of the donor genome, 
However, over time, these sequences ameliorale lO reflecl 
lhe DNA composition of the hosl genome because the 
genes affected by HGT are subject LO lhe same mUlational 
processes thal influence ail genes in the host genome (10). 
There is evictence that mosaic genes are constantly 
generaled in populations oC transformable organisms. 
and probably in oll genes (II). Mosaic genes have been 
also observed in non-transformable bacteria but normally 
al a lower frequency, Zheng el al. (12) reponed lhol 
mosaic genes account for np to 20% ofmicrobial genomes. 
For inslance, in the nalurally competent Neisseria species, 
mosaic alleies have been observed for many genes, com­
prising those encoding surface antigellS, IgA protease, 
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housekeeping proleins and antibiolic targets (7,10). One of 
the well-characterized examples of mosaic genes, resulting 
from partial HGT evems, are those tha t encode the 
penicillin-resistant binding proteins (PBPs) found in 
SlreplococcUS pllewnolliae. These high moleeular weight 
proteins are the lethal targets of the B-Lactams of penicil­
lin (l0, 13). Pneumocooci, capable of between-speeies hori­
zontal transfer, undergo, in ail likelihood, even more 
frequent wilhin-species HGT which contribules 10 the de­
velopmenl of mosaic alleles (7). 
While many methods have been proposed to address the 
issue of the identification and validation of complete HGT 
events (4,6,14-29), only two methods treatthe problem of 
inferring partial HGT and predicting the origins of mosaic 
genes (30,31). However, neilher of the latter two works 
discusses the problem of robustness of predicted HGT 
events or includes a Monte Carlo simulation study 
which is necessary 10 test the method's performances in 
differenl practical situations. 
ln this article, we describe a new sliding window-based 
method for predicling partial HGT events and subsequent 
intragenic recombination. A sliding window approach has 
been previously used for deteeting recombination (32-36), 
but none of these studies addresses the problem of 
inferring partial HGT events. The RDP3 program (36) 
remains, to date, the most comprehensive tool for 
characlerizing recombination evenls in DNA-sequence 
alignments. A method for detecling intragenic recombin­
ation, calied LikeWind, which is also based on a sliding 
window procedure and on the Inference of a phylogenelic 
lrcc for cach fixcd window position, was dcscribed in (33). 
The main advantages of the method wc inlroduce in lhis 
article, over LikeWind and the other existing techniques 
used to detect recombination, are that our method allows 
one to detect the sources of transferred sequence frag­
ments and assess the robustness of the obtained 
solution. A Monte Carlo simulation study was carried 
out ta test the ability of the proposed method to recover 
correct partial HGTs depending on the number of gene 
transfers and number of species considered (i.e. Iree size). 
ln lhe 'Results' seclion, the new method is applied la 
reeover partial, and complete, HGT events in lhe 
contexl of the evolulion of the genes rbeL [dala originally 
considered in Rer. (37)] and m",U [data originally con­
sidered in Rer. (30)1. 
MATERIALS AND METHODS 
A new method for predicting partial horizontal gene 
transfer e\'ents 
ln Ihis seclion we describe the main features of Ihe nelV 
method for inferring partial HGTs. The main steps of lhe 
melhod intended tO pro vide an optimal scenario of partial 
transfers of the given gene for the considered group of 
species, and thus predict putative intragenic recombin­
alion evenl.s and identify mosaic sequences, are summar­
ized below. The bootstrap validation will be performed for 
each predicted partiallransfer, and only the transfers with 
significant bootstrap support will be included in the final 
solution. A sliding windolV procedure will he carried out 
Lo lesl differenl fmgmenls of the given multiple sequence 
alignment (MSA). A method for deteeling complete 
HGTs will be carried out at each step to reconcile the 
given speeies tree and partial gene trees inferred from 
the sequence fragments located within the sliding 
window (each lime its posilion is fixed). 
Prelimill{/TY slep. Let X be a set of species, MSA be a given 
multiple sequence alignmenl of lenglh l, and SiJ be the 
MSA fragment under examination located belween the 
sites i and j (jncluding bOlh i and ;), where l:s i <j:s 1. 
Define the sliding window size IV (IV = j - i + \) and lhe 
progress step size s. Infer the species phylogenetic tree, 
denoted T. Usually a morphology-based tree or a mo­
lecular tree based on a molecule assumed ta be refracLOry to 
horizontal gene transfer plays the l'ole of the species tree. 
For instance, l6S l'RNA or 23S l'RNA genes may also 
undergo HGT, but they seem ta do it at a relatively 101V 
l'ale (38). The lree T must be rooted with respect to lhe 
available evohltionary evidence. If no plausible evidence 
for footing T exisls, the oUlgroup or midpoint strategies 
can be used (6). The lree rooting is necessary because il 
allows us to take inlo account the evolulionary 
time~constrélints that shollid be sCilisfied when inferring 
HGTs. These lime constraints, which incillde the same 
lineage HGTs liS well as some criss-crossing lransfers, are 
imposed by the necessity for taxa involved in HGT to be 
contemporaneolls (6,18,20). Fix the sliding window size IV 
and the step sile s. In our experiments, the window sizes of 
1/5, 1/4, 1/3 and 1/2 siles and lhe sliding window progress 
step of 10 siles were used. 
Slel' k. Fix the position of the sliding window in lhe 
interval li, ;1. where i = 1+s(k -1) and; = i+II'-I; 
k also corresponds ta lhe window rilnk (Figure 1). If 
i + II' - 1> 1 and i + IV - 1- 1::: 11'/2. then j = l, otherwise 
stop the algorithm here (i.e. short window sizes lIsllally 
lead ta trees wilh low bootstrap support and hence to 
doubtful HGTs). Infer a partial gene tree T' 
characterizing the evolution of the MSA fragment 
located within lhe inlerval li, ;]. In this sludy, the 
PhyML method (39) was used to reconS\nlcl partial 
gene Irees. Apply an exisling HGT deteclion melhod to 
infer an optimal scenario of panial HGTs associated with 
the interval li, ;]. Here we used the HGT-Detection 
method described in Ref. (6) in the context of complete 
HGT, bllt any other HGT inferring method can be carried 
out instead. The HGT-Detection method lVas shown ta be 
faster and, in most instances, as accllrate as the poplliar 
LatTrans (20) and RIATA-HGT (4) methods. Here, the 
bipartition dissimilarity meaSllre introduced in (6) was 
lIsed as an optimization criterion. 1\ takes into accounl 
lhe degree of similarily belween Ihe lopologically c10sest 
subtrees in twO plwlogenetic trees and can be viewed as a 
refinemenl of the populor Robinson and Foulds topo­
logical distance (40). 
ln addition, the following procedllre for assessing the 
reliability of obtained partial transfers (i.e. HGT boot­
slrap support), which takes into account the lIncertainty 
of partial gene trees as weil as the number of occurrences 
of the selected transfers in ail minimum-cost HGT 
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HGT inlerence (e.g., using HGT-Deleclion) 
Partial ~~ A 
"".,~~ '~j 
t 
Tree inference (e.g., using PhyML)Set of 
species X 1 
A GGTAAAAG CTACCGTCTTACTTACTACACTC ~GAT'I'ATGTTGTI\AAGGATACTGATATCCTA 
B TTCCGTAT ~CTCCACAACCAGGTGTTCCACCjGAAGAGTGTGCTGCTGCTGTAGCTGCAGAAT 
C CAGGTACA GGACAACrGTATCGACTGATGGA AACAAGTCTTGACCGTTACAAAGGACGTTG 
D 'l'ATCGAGC AGTTCCAGGTGAAGATAACeAAT !cGTTTGTTACGTAGCTTACCCAATCGATCTC 
E GAAGGATC GTTACTAACCTATTCACTTCAAT IcTAGGTAACGTATTTGGATTCAAGGCTCTAC 
F 'l'ACGTCTT !AGGATCTACGTATTCCrCCTGCT CTGTUGACTTTCGTAGGACCTCCTCACGG 
Window size w 
Multiple sequence alignment (MSA) of size 1 
Fi2ure 1. Parlial genc [rce is infcrrcd using the sequcnces loc:Hcd witllin the sliding window of sizc 11', The PhyML mcthod (9) W<1.\ uscu 10 
rcconstruct partial gcne lrces. The HGT-Dc!CClion rncthod (6) was thel\ arphcd 10 infer complete HGTs 
scenarios found for Ihe given pair of species and partial and 
gene lrees, \Vas carried OUI. In lhe boolSlrap procedure, 
only Ihe sequence dala used 10 build the partial gene lree l, if lhe transfer 1 is a 
T', inferred from lhe sequences localed wilhin Ihe sliding pan of Ihe minimum-cosl 
\Vindo\V, \Vere pseudo-replicated. The species Iree T \Vas scenario k for lhe gene Iree T; (2)fixed and thus laken as an a priori assumplion of Ihe 0, if nol.
 
melhod. We firsl execuled our program wilh lhe exhaust­

ive search oplion providing Ihe list of ail minimum-çOSl
 
HGT scenarios. This option consists of verifying al each
 
\Vhere N,.. is the number of panial gene lrees (i.e. numberstep of lhe algoritbm ail possible HGTs that salisfy lhe 
of HGT bootstrap replieates) generated from pseudo­evolutionary constrainls. Once Ihe list of ail possible 
replicaled sequences and N; is the number of minimum­minimum-cosl HGT scenarios for the trees T and T' 
COSI scenarios oblai ned when carrying OUI Ihe algorilhm\Vas established, the HGT bootstrap score of each individ­
with the species tree Tand partial gene tree T/. Among theual partial transfer was computed. Formulas 1 and 2 \Vere 
oblained partial HGTs, only lhe transfers with significant used 10 compute the bootstrap score HGT_BS of the 
bootstrap scores \Vere retained. Obviously, a short windo\Vpartial transfer r: 
size produced partial gene Irees \Vith much greater variabil­
ity, and hence 10\Ver boolstrap suPPOrts for HGT histories. 
Filial JI'p. ESlablish a lisl of predicted partial HGT 
events. Idenlify lhe overlapping intervals giving rise 10 
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the identical partial transfers (i.e. the same donor and re­
cipient and the same direction). Re-execute the HGT de· 
[ection method for ail overlapping intervals (considering 
their total length in each case) that support lhe identical 
pa niai HGTs. If such panial HGTs are found again for 
the sequence fragment located within the overlapped inter· 
vals, assess their bootSlrap suppon and, depending of the 
obtained suppon, inciude them in lhe final Solulion or 
discard them. If a window localed in lhe middle of a 
larger interval does not suggest the transfer that is 
indicated (with a cenain significant bootstrap suppon) 
on the inlerval's ends, the en tire, larger, inlerval is tested 
for the presence of significant HGTs. 
The time complexity of the proposed method is as 
follows: 
(I-1V(2)
0(, x (--5- x (C(PhyloJI/f)+C(HGTJI/f)))), (3) 
where IV is the size of the sliding window, 5 is the sliding 
window progress step, C(Phylojl/f) is lhe lime complexity 
of the tree inferring method used 10 infer phylogenies from 
sequence fragments located within the sliding window, 
C(HGTjllf) is lhc time complexilY of the complete 
HGT deteetion method used 10 infer HGTs for the 
given species tree and panial speeies lrees inferred from 
sequence fragmenls localed within the sliding window, , is 
the number of replicates in bootstrapping. 
Given lhat the time complexity of PhyML (39) is 
O(pI/lV) , where p represenLS the number of refinement 
sleps being performed, and the lime complexity of 
HGT-Deteetion (6) is O(rxlI'), the exact lime complexity 
of our implemenlalion is as follows: 
(I-IV) ,
0(, X (-5- X (p1l1V+r x Il ))), (4) 
where Il is the nnmber of species, and r is the average 
number of transfers found for a sequence fragment 
located wilhin the sliding window of size IV. 
For instance, the running lime of the algorithm for the 
numerical example considered in the Results section and 
involving an MSA of 30 mI/lU DNA sequences of lenglh 
384 sites, three differenl window sizes: 100, 150 and 200 
sites, the advancement step of la sites and 100 replicates in 
HGT and PhyML bootslrapping, was 4 min and J3 5 when 
executed on a PC computer equipped with the Intel Core 
i7·2635QM (2.0 GHz) processor and 4 Gb of RAM. 
RESULTS 
Simulalion study 
A Monle Carlo simulation study was conducled ta test the 
ability of the new melhod LO recover correct panial HGTs. 
We examined how the proposed melhod performs depend­
ing on the number of observed speeies and numbe,· of 
generaled panial transfers. First of ail, we calculaled the 
distribution of median gene sizes of prokaryotic genomes 
(Figure 2) considering 1494 complete microbial genomes 
available in the GenBank database in April20ll (for more 
details, see: hllp:jjwww.ncbi.nlm.nih.govjgenomesjlproks. 
cgi). The ·average median gene size' (i.e. the average here 
was taken over ail calculated median gene sizes; Figure 2) 
of a microbial genome was 268 amino acids (the standard 
deviation was equal lo 24 and the average size of a pro­
karyotic gene was 315 amino acids). The determined aver­
age median gene size of a prokaryolic genome was then 
used as a benchmark for M5A length in our simulations. 
Mention thal the size of a lransferred DNA fragment 
varies from organism lO organisffi, and can be, in same 
situations, larger than a single gene le.g. il is in the range 



















130 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 
Median gene size of a prokaryotic genome (In amino aclds) 
Fi~ure 2. Distribution of medillll gene sizes of prokaryotie gcnomcs computcd on thc basis of 1494 completc microbial gctlollle~ availuble in April 
2011 in the GenBank daLabu.'iC [(46), for more dClail:s, sec: http://ww.w.ncbi.nlm.nih.gov/gcnomcsflproks.cgi]. The hcighl of cach column corrcspond­
ing to the gradulltion mark k of the flbscissa axis reprcscnts thc numbcr of gcnomes whosc median gelle siles arc localed in Ihe intl:rval Ik-5; k +4J. 
For inslance, thc oolumn oorrcspondins to the mark 300 of the abscissa axis accounls for the genomc.,o;; whose median gcnc Si7.cS comprise bctwccn 
295 and 304 amino acids. 
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transferred fragmenls can be delected using lhe new 
melhod by lreating lhe complete genomes of involved or­
ganisms on lhe gene-by-gene basis. The most significanl 
among lhe obtained partial lransfers can then be merged 
10 form longer sequence segmems affecled by HGT 
Furthermore, any exisling melhod for lhe idenlificalion 
of complele HGTs (e.g. LalTrans, RIATA-HGT, 
HGT-Deleclion) can be used 10 confirm or discard 
complele HGTs delecled by our melhod. 
The simulalion prolocol induded four main sleps de­
scribed below. Firsl, random binary species lrees wilh 8, 
16, 32 and 64 leaves were generaled using lhe procedure 
described by Kuhner and Felsenslein (42). The branch 
lenglhs of lhe species Irees were generaled using an expo­
nenlial distribulion. Following lhe approach of Guindon 
and Gascuel (43), we added sorne noise ta the branches of 
lhe speeies phylogenies in order 10 pro vide a devialion 
from lhe moleeular dock hYPolhesis. The trees yielded 
by lhis proced ure had depth of O[log (n)], where Il is lhe 
number of species (i.e. number of leaves in a binary phylo­
genelic lree). 
Second, we carlied outlhe SeqGen ploglam (44) 10 gen­
elale random mulliple sequence alignmenls of protein se­
quenees along lhe blanches of lhe speeies lrees conslrucled 
al lhe first slep. The SeqGen proglam was used with lhe 
JTT model of proleins substilulion (45). Protein sequences 
wilh 268 amino acids (i.e. average median gene size of a 
plokaryolic genome) were generaled. 
Thild, having lhe sequences correspanding to lhe nodes 
of each species lree T, we, in lurn, generaled gene lrees 
wilh lhe same numbel of leaves hl' performing random 
SPR (Subtree Prune and Regraft) moves of its subtrees. 
A model salisfying ail plausible evolutioMlY conslrainls 
was implemenled 10 generate random HGTs. For each 
species lree, 1-4 random SPR moves were performed and 
differenl gene lrees T, encompassing 1-4 partial HGT 
evenlS, were crealed. For each gene tree, the sequence 
fragmenls involved in lhe lransfer(s) were idemified and 
lhe corresponding sequence(s) in lhe subllee(s) aff<cled by 
HGT were regeneraled using SeqGen. Two differem sizes 
of lransferred fragmenls, 89 and 134 amino acids, corres­
ponding respeclively 10 one-lhird and one-half of lhe lolal 
gene lenglh, were lesled in our simulalions. The lesls con­
ducled Wilh IwO differenl lransferred fragmenl sizes were 
carried out separalely. When more lhan one HGT was 
generaled, lhe sequence fragmenls affecled by HGT 
could averlap. Thus, lhe oblained MSAs, "Ich MSA 
included the sequences cOlresponding 10 lhe leaves of a 
gene tree, comprised blacks af amino acids affecled by 
HGT. 
Fourth, we carried ouI lhe new melhod fOl each gene­
raled speeies lree and lhe associaled sel of MSAs affected 
by partial HGT(s). The size of lhe sliding window was sel 
tO 100 siles; 100 replicates afeach partial gene tree T wcrc 
generaled 10 assess lhe bootslrap support of ilS branches, 
first, and lhe supporl of lhe obtained partial transfers, 
second, Partial gene lrees whose average bootst.rap 
supporl was <60% were ruled Out from lhe analysis. 
Among lhe obtained HGTs only lhe transfers wilh boot­
slrap SCOles of 90% and higher were considered as signifi­
canl and lelained in lhe final Solulion. 
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Finally, we estimaled lhe deleclion raie (i.e. lrue posi­
tives) and lhe false positive raie depending on lhe numbel 
of species and generated transfers. The oblained aver­
age performances of the new melhod are i1luslrated in 
Figures 3 and 4. For each sel of palamelels (lree size; 
number of generaled HGTs), 100 leplicaled dala sets 
were generaled. On the olher hand, Figure 5 highlights 
the difference belween Ihe aven\ge de.eetian rate and 
average fa Ise positive raie with respect [0 the number uf 
speeies. Figures 3 and 5a show lhal lhe besl deleelion raies 
for lhe lransferred fragmenls of size 89 amino acids were 
oblained for lhe 16-species lrees. The results vary from 
100% for one lransfer 10 69% for four lransfers, giving 
a 79.9% partial HGT lecovelY on average. The besl 
average false positive raie of 29.2% was oblained fOl lhe 
32-species lrees (Figure 5a). For the lransferred fragmenls 
of size 134 amino acids, the besl resulls Wele obtained for 
the M-species trees (FIgure 4). The average partial HGT 
deteclion raie for lhis size of lrees was 81 1% and average 
false posilive raie was 30.2% (Figure 5b). The average here 
was computed flom lhe resulls oblained for 1-4 generaled 
HGTs. Similal tlends can be obselved for lhe olher lree 
sizes. According to our additional leSls, lhese results can 
be improved hl' adjusling the simulation paramelers Wilh 
lespecl to lhe nature of lhe sludied sequences. 
Menlion thal high false posilive raIe oblained for lhe 
smallilees (i.e. wilh 8 and 16 leaves) was mainly due 10 lhe 
facl lhal mulliple minimum-cosl HGT scenalios (i.e. so­
lutions includillg the sa me minimum number of lransfers) 
oflcn exisl in lhe case when small phylogenies ale affecled 
bl' several (e.g. 3 or 4) transfers (6, 20). FOl inslance, 
Figure OA6 (e) in (6) shows lhat in case of complele gene 
transfers, wc have only up 10 40% of chances to oblain lhe 
same (correcl) HGT scenario for 10-species trees and up to 
47% for 20-species lrees (the resulls in Figure OA6 ale 
shown for the HGT-Deteclion and LalTrans algorilhms). 
ln order 10 lower the false posilive laie lhal is higher far 
smaller tlees (Figure 5), we conducted an additional simu­
latioll. Note Lhal the results prcscmed in Figures 3-5 cor­
respond 10 lhe slralegy in which any transfer Wilh 
boolslrap scores of 90% and higher found fOl 'al leasl 
one fixed window position' \Vas considered as significanL 
Such a sllalegy allows for a high hil deleclion raIe bul is 
also capable of generaling sorne fa Ise posilives lransfers. 
We also considered algorilhmic slralegies where an HGT 
was recognized as significam if and on Il' if il was found for 
'al least 2, 3; 4 or 5 conseculive fixed window positions'. 
Such consecutive windows \Vere overlapping each other 
because lhe window plogress slep of 10 siles was IIsed in 
OUf simulations. Figure 6 illustra les the evolulion of the 
average l-lGT delectian raie (grey columns) and average 
false positive raie (while columns) depending on lhe num­
ber of consecutive windows for ail ofwhich lhe same lrans­
fer was detecled. The averages here were Laken over the 
resulls oblained fOl ail considered lrees SilOS (8, 16,32 and 
64-species lrees) and l, 2, 3 and 4 generaled HGTs; 100 
llees were genelaled and lesled for each combination of 
lhese paramelers. The results presenled in Figure 6 suggesl 
that the strategy considering several consecutive windows 
can be effeclive for decreasing lhe false positive raie, es­
pecially in lhe case of longel lransferred fragments (i.e. 
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Figure J. Average HGT dClcclion raie dcpcnding on Ihe numbcr of Iransfcrs (8), and numbcr of SpcciCll «(). Average false positive (Fr) raIe 
dcpending on lhe number of Iransfcrs (b), and numbcr of spceic~ (d). EiJch TCpOrlet! value rcprescnls the "vcrage rcsull Ohl<Linco for r.:IlH30111 
Irccs wilh 8. 16.32 and 64 Icaves (cases Il and b). and 1--4 HGTs (cases c and cl); 100 replle'lles were gcncTêlIce.1 for c<lch paramcler comhinalion. 
Tbc prcsentcd rcsults wcrc obtaincd wÎlh Ihe sequences of Icnglh 268 amina acids (i.t:'. median prokaryoli(; gcnomc gcuc si7.e) anù HGT frtlglncnls of 
89 amino ncids (i.e. onc·third of Ihe total gcne lcnglh). 
134 amino acids). Certainll'. the imprOVemeJll in 'he false 
positives raIe was obtained al tbe expense of lhe detection 
rate. For the transferred fragments of 89 amino acids, the 
fa Ise positive rate decreased from 37.6% to 21.3%, while 
for the 134 amino acids fragments, it decreased from 
39.4% to 19.1%, for one and five consecutive windows, 
respectivell'. The largesl difference between the average 
fa Ise posilive and false negative rates was obtained with 
one window, for the transferred fragments of 89 amino 
acids (31.3%), and with three consecutive windows for 
the fragments of 134 amino acids (44.0%). The lowest 
average false positive rate of 5.3% was obtained, while 
considering five consecutive windows, for 64-species trees 
and 134 amino acids fragments. This means that for 
longer transferred sequences and larger trees one should 
look for a result confirmation over a rew conseclllive 
window positions in order 10 validate the obtained trans­
fers. The option allowing for valida ting the obtained 
HGTs for a series of consecutive window positions was 
included in our software available al: http://www.trex. 
uqam.ca. 
The presenled simulaI ion results suggest lhal Ihe new 
melhod can be useful for delecling partial lransfers, and 
,hus for idelllifl'ing mosaic genes. especially when large 
lrees and long sequence fragments alTecled bl' HGT are 
considered. With smaller transferred sequence fragments 
(i.e. one third of the total gene lenglh), lhe hest HGT 
detection rates were found for the trees with 16 and 32 
leaves, whereas \Vith larger transferred fragments (i.e. one­
half of the total gene length), the hest results were 
obtained for 64-leaf trees. While, on average, the HGT 
delection raIes obtained for partinl HGTs were slightll' 
lower than those obtained bl' the latTrans (20) and 
HGT-Detection algorithms for complete gene transfers 
[see Figure OA6 in Ref. (6)1. we should notice thal the 
problem of detecting partial HGTs is much more complex 
than the problem of inferring complete gene transfers. 
This complexitl' is due, first, LO high similaritl' of short 
sequence fragments localed in the sequence blocks 
nlTecled bl' HGT and, second, to a possible overlap of 
the latter blocks which can disguise real gene transfers. 
Oelecling partial transfers of the gene rbcl 
Firsl, we applied lhe new melhod 10 anall'ze the 
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Fi~urt' 4, Average HGT deleclion raie dcpcnding on the numbcr of trans.fcn. (a), and Humber of :\pccics (c). Average fal:\C positive (FP) raie 
dcpcnding Oll Ihe llumbcr of lransfcrli (h), and llllmbcr of specics (d). Eaeh rcporlcd value rcpresents the average rcsult oblaillcd for randonl 
trocs wilh 8, 16. 32 and 64 lcavc$ (cases a and b), and 1-4 HGTs (cases c and d); 100 rcphcalcs \Vere gCllcra!cd for l.:<lcb parillllctcr combinl1lioll. 
The prescntcd rcsult;:; werc oblaincd with the sequences of lcnglh 268 amlllO aClds (i.e. mcdi:m prokaryotic gcnomc gene size) and HGT fragments of 
134 mnino acids (i.e. ollc-halr or the talai gcne IC'ngth). 
examined by Delwiche and Palmer (37). The laller aulhors 
discussed Ihe hYPolhesis of HGT of the rubisco genes ver· 
sus Ihe hYPolhesis of ancienl gene duplicalion followed by 
partial gene loss. Delwiche and Palmer (37) inferred a 
maximum parsimony phylogeny of the gene rbeL (large 
subunil of rubisco) for 48 organisms, including 42 laxa for 
Form 1 and 6 laxa for Form 11 of rubisco. TllCY poinled 
out lhal Ihe classificalion based on Ihe gene rbeL con· 
lained numerouS conRicls compared 10 the c1assificalion 
based on 16S ribosomal RNA and olher evidence. The 
aligned rbeL amine acid sequences comprising 532 bp Con· 
sidered by Delwiche and Palmer and reanalyzed in Ihis 
sludy can be found al: hllp:jjwww.life.umd.edujlabsj 
delwiche. 
To perform Ihe analysis, we retained 42 of 48 organisms 
from Ihe original study: ail Ihe laxa of Form 1 of rbeL 
were examined, whereas the 6 laxa of Form Il, used by 
Delwiche and Palmer (37) la rool Ihe gene Iree, were dis· 
carded. For the speeies Chromalium and Hydrogellovibria 
IWO differcnl copies of Ihe rubisco gene, denoled, respecl' 
ively, Chromalium A and L, and Hydragellovibrio LI and 
L2, were considered in Ihe original sludy. Thus, in Ihis 
example, Ihe gene phylogeny comprised 42 organisms, 
while Ihe speeies phylogeny only 40. Il is worth nOling 
thal Ihe new melhod was adapled 10 Ihe case when Ihe 
species and gene lrees have differenl number of leuves. The 
ML lree of Ihe gene rbeL inferred using Ihe PhyML 
method (39) is shown in Figure 7. This Iree is very 
similar 10 Ihe maximum parsimony gene Iree oblained by 
Delwiche and Palmer (sec Figure 2 in Rer. 37). The organ· 
isms Pseudomollas and endosymbionl of A/vi"icollcba, 
denoled as uncertain in Figure 2 of Delwiehe and 
Palmer (37), were later elassified as p·proleobaeleria. 
The eorresponding species lree (Figure 8, undireCled 
branches) was reconslrucled and rooled using Ihe appro· 
priale informalion from Ihe NCBI laxonomie browser 
(46). Sinee in Ihis sludy we were moslly interesled in iden· 
lifying Ihe lransfers belween different groups of organ· 
isms, we deliberately kepl inlacl in Ihe speeies Iree, wilh 
respeet 10 Ihe lopology of the gene lree. the posilions of 
the organisms belonging 10 the same group. For inslanee, 
the topologies of Ihe clades of Greeu plaslids, 
Cyanobaeleria, and Red and Brown plaslids were identi· 
cal in lhe gene and species phylogenies shown in Figures 7 
and 8, respeclively. A number of impOrtanl lopological 
con Riels belween Ihe species and gene trees 0<111 be 
observed. For example, Ihere exisls a large clade in lhe 
gene Iree wilh bOOlslrap support of 98% (Figure 6). 
including one lX·proleobaclerium, Ihree p·proleobaeleria, 
six y·proleobaeleria and one cyanobacterium. Sueh topo· 
logical conRieLS ean be explained eilher by frequenl HGT 
events (partial or complele) or by ancient gene duplication 
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Figure- S. Average. over 1--4 gencrated lransfcrs, HGT dClcclion raie 
(grcy columns) and false positive ralc (white columns) dcpcndÎllg on the 
numbcr of spccics, oblained for Ihe sequences of Icngth 268 i1mino 
acids (i.e. median prokaryolic gcnOlllC gellc sire) and HGT fragments 
of: (a) 89 amino acids (i.e. onc-thinJ of Ihe 10tal gene 1cnglh) ilnd 
(b) 1)4 :)mino acids (i.e. one-half of Ihe 10lal genc Icnglb). 
followed by gene losses Ithese two hypotheses are nOt 
mutually exclusive; see reference (37) for more details). 
Below, we consider only the HGT hypothesis to explain 
tOpological iocongruence between the species and gene 
phylogenies. 
First, we carried out the HGT-Detection method for 
predicting complete HGTs (6); the bipartition dissimilarity 
criterion was used for optimization. The minimum-cost 
lranSrer scenario \Vith nille HGTs necessary lo reconcile 
the species and gene phylogenies is shown in Figure 8 
(HGTs are depicted by numbered arrows). The optima lity 
of this solution was confirmed by the LltTrans algorithm 
(20) based on the exhaustive search. The bootstrap support 
of the obtained complete HGTs was also computed. 
Second, we carried out the new melhod for predicting 
partial HGTs. We used the s!iding windows of the size 
200, 300 and 400 sites with the progress step of 10 sites. 
Partial trees corresponding tO the subsequences located 
within the sliding window were inferred using the 
PhyM L method (39) with the JTT model of proteins sub­
stitution (45). For the windows smaller than 200 sites, the 
average bootstrap score of the branches of partial trees 
was often smaller than 50% because of the strong similar­
ity between tbe examined ami no acid sequences. The 
HGT-Detection method (6) \Vith the bipartition dissimi· 
larity option was then performed to infer partial HGTs for 
each posilion or lhe sliding window. As a final resull, we 
(a) ao Gene length: 2&8 amino acid.. 
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Fi~urt 6. Average HGT dCIC'Clion raie (gre)' columns) and false 
posilive raie (while columns). eompuled ovcr 1 4 gcncnlled lrtlnsfers 
ilnd Irccs wilh S. 16, 32 and 64 Icaves. dcpcndmg on Ihe number of 
COllSCCUlivc windows confimling the salllc HGT, oblilined for Ihe se­
qllences of Icnglh 268 ammO 1Il;id:-. (i.e. median prokal)'olie genomc gene 
.~ize) ilnd HGT fragmenls of: (3) 39 "mina i1l,.'ids (i.e one-Ihml of the 
lolal gene lcnglh) and (b) 134 ammo acids (i.e. one-haIf of lhe lolal 
genc lenglh). 
retained 10 partial transfers illustrated in Figure 9 (ail 
partial transfers with bootstrap scores lower than 60% 
were discarded). Some of these lransfers were indeed 
complete transfers. 
Thus, the proposed technique for inferring partial 
HGTs allowed us to refine the results of a method predict­
ing complete transfers. Some of the detected complete 
HGTs were confirmed (i.e. HGTs 2. 6 and 9), some of 
them were discarded (i.e. HGTs 5 and 8 with low boot­
strap support), and some of (hem were reclassified as 
partial transfers (i.e. HGTs l, 3, 4 and 7). Moreover, the 
three new (partial) HGTs were found (i.e. HGTs 10, Il 
and 12). For instance, the rbeL gene of Chromali""., Lis 
composed of the sequence polymorphisms stemming from 
Hydrogellovibria LI (on the interval 130:230) and L2 (on 
the interva! 361 :531) as weil as froln the original sequence 
(Otl the intervals 1: 129 and 231:360). Obviously, the boot­
strap scores of partial lransfers, found for a part of the 
MSA, were higher than the corresponding bootstrap 
scores of complete transfers, found for the whole MSA. 
The transfers sho\Vn in Figures 8 and 9 include one of 
the main HGTs predicted by Del\Viche and Palmer {see 
Figure 4 in Rer. (37) and the following discussion): 
Between o:-proteobacleria and Red and Brown algae 
(complete HGT 2 \Vith bootstrap support of 83.2%). 
The exact transfer between Cyanobacteria and the 
ancestor of p- and r-proteobactcria (complete HGT 9 
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Fi~ure 7. Mllrcc of the genc ,beL for 42 bacteria and plaslids infcrrcd from Ihe rubisco Clmino (Il,;id licqllcncc.~ wilh 532 ba~~ using Ihc Ph)'ML 
mC:lhod (J9). Tllxa clllssificalian based On 165 rRNA and alher c:vidcncc b lndlC<l1cd la Ihe nghl. Numbcr::. abavc Ille branches arc lhclr bOOISlr:lp 
scores cakulalcd lIsing 100 rcplicalcs. 
with 87.1 % bootslrap support) was not predicted by compared the obtained gene phylogenies to the whole 
Delwiche and Palmer (37), but the laller study discussed genome reference tree and found numerous lopological 
the possibility of a close ancient lransfer between conRicts that ranged from single (for ml/In 10 multiple 
Cyanobacteria and lhe ancestor of y-proteobacteria. The (for ml/IS). To lest whelher these topologieal conRicts 
obtained partial HGT scenario does not include, however, were due to HGT or lree reconstruclion artefacts, the 
any HGT from y-proteobacteria to rJ.- and P-proteo­ laller aUlhors applied lhe incongruence length difference 
bacleria hypolhesized by Delwiehe and Palmer (37). To (1 LD) melhod (47) and concluded lhal lhe MM R gene 
resolve multiple topological confticls belween lhe species trees, when compared 10 the whole genome tree, exhibil 
and gene phylogenies, our scenario relies on HGTs from significanl incongruence due, mosl likely, 10 horizonlal 
p-proteobacteria 10 rJ.- and y-proteobacteria. and from rJ.­ gene transfer. Supplementary Figure SI reports the hypo­
10 p-proleohacteria. thetical partial horizontal lransfers of the gene mil/V 
within lhe E. cali evolutionary lree found in Ref. (30). 
Because of lhe highest level of mosaicism wilhin MMRDetecting partial transfers of the gene mutU genes, lhe strain ECOR 37 does not have a clear phylo­
Second, we examined the evolulion of the baclerial genelic position wilhin the E. cali stain phylogeny (see 
mismalch repair (MMR) gene mU/V of Escherichia coli Supplementary Figure SI, where lhis slrain is not 
originally discussed by Denamur el al. (30). Denamur included in lhe sel of lree leaves). 
el al. explored the hYPolhesis thal MM R deficieney The new method was applied on lhe MSA of Ihe gene 
emerging in nalUre has lefl sorne 'imprint' in the bacterial murV MMR, using lhree different window sizes: 100, 
genomes and showed that individual funclional MMR 150 and 200 sites and the advancement step of 10 sites. 
genes, when compared to housekeeping genes, exhibil The tolallenglh of lhe ml/rV MSA was 384 nI. The aligned 
high sequence mosaicism derived from different phylogen­ sequences of the gene murU lhal we examined can be 
elic lineages. The E. coli MMR genes. mU/S, mulL, mUIH found at: http://www.inf02.uqam.ca/-makarenkov_v/ 
and mUIV (uvrD). and two control genes (mUIT and recD), mutU.IXI. To build lhe mUIV Iree, we used the HKY85 
were panially sequenced from 30 natural isolales in order (48) SubSlilUlion model and lhe default seuings of 
10 lesl Ihe lransfer hypolhesis. Denamur et al. (30) PhyML. Because of the strong similarily belween the 
280 
/0 Nucleie Acids Researeil, 20// 
RJrodohoclu SphatNlidt 1 } 
L,..._'-J-\--_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_ Xanlhobacler O,-Proleobaeterla 
-, Mn oxidizlng btlCl,rlum 
'--+"77.;:-------- NI/robacter 
A/ad/g,,,,, H/6p/llSmid 1 ~I.------ Alalligents HI6 ChromosomlJ1 
'------- Aluligenu/7707ChrolllosQIrUJI p..P t bact ri 
'------r--- Thioblldllus dtnltijlctln.1 J ro eo e a 





































FiJ::ure 8. Spccies Ircc for thc 42 baclcria and plaslid organisms from Figure 7 \~~th 9 HGT branches (dcnolcd by arrows) rcprcscnling complcle 
hariz,anlal Ir3nsfcrs of Ihc gCllc rb(L This scenario \Vas a uniquc shorlcsl complelc HGT )CCn,H;O found for lhe givcn pair of spccics and g~llC lrce.,. 
BOO(Slrap supporl of complelc HGT events is indic.1ted. 
DNA sequences, multiple unresolved panial gene trees noting that ail eight transfers found bl' Denamur el al. (30) 
were found. Ali pa niai gene trees whose average bootstrap were also predicted bl' the new method, but four of them 
score was under 50% were ruled ouI from Ihe analysis (i.e. are nOI represented 111 Figure 10 as a consequence of their 
not treated by the HGT detection method). low bootstrap support. We also found four new panial 
Figure 10 presents the eight most significant transfers gene transfers (HGTs 5, 6, 7 and 8) with high bootstrap 
inferred by the new method (the transfers whose bootstrap scores (63%, 94%, 75% and 70%. respectively). 
support was greater th.n 40% are represenled). For each Mention that the Solulion found by the HGT­
transfer, ilS direction, involved species, boolstr.p suppon Detection method for inferring complete transfers (6) 
and .ssociated interval of the original M5A are depicted. included only HGTs 2 and 3 from Figure 10. The 
For instance. HGTs l, 3 and 4, with bootstrap suppon other Lransfers found by HGT-Detection were different 
of 60%, 65% and 46%, respectively, correspond to three from those represented in Figure 10 and usually had a 
similar transfers found by Denamur el al. (30), 101V bootstrap suppon. 
5upplementary Figure 52; in the la lier study, an exacl 
analogue of HGT 4 waS nol delermined, but a very 
close transfer was found. HGT 2 detected by the new DISCUSSION 
method was also identified by Denamur e/ 0/. (30), but il We described a nelV ll1ethod for predicling pani.1 HGT 
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Figure 9, SpcdC;) Ircc for Ihe 42 baclcria and plastids from Figure 7 ",ilh 10 HGT branch(;!.~ (dcnoH:(j hy :lrrow.~) reprcscnling partial horizontal 
Iransfcrs of lhe genc rÛcL. Partial HGTs having Ihçir analogs among complete HGTs r«civcd the S,lnlC llumbcrs as in Figure 8; HGTs absclH in 
Figure 8 arc llumbcrcd 10-12. Bootstrap support of parlial HGT cvcnls and <dTcCICd inl..:rvals of the original MSA arc indic.1Icd. For complete 
HGTs 2. 6 and 9 (affccling Ihe whole MSA) lhe inlerval is nol indicalCd 
idenlifying lhe origins of mosaic genes. To Ihe bes\ of our species Iree. A boolslrap procedure, allowing one 10 
knowledge, Ihis relevalll problem has nol been properly assess Ihe boolSlTap support of partial HGTs by laking 
addressed in Ihe lileralure Ifor inslance, lhe IwO exisling into account the uncertaÎnty of partial gene trees, was also 
partial HGT deleclion melhods, (30) and (31), do nol developed. Anolher advanlage of lhe presenled melhod 
include any validalion of lhe oblained gene Iransfers or over Ihe exisling sliding window lechniques used 10 
Monle Carlo simulalions]. The proposed melhod is based deiecl recombinalion (33-37) is Ihal il also allows for de­
on a sliding window procedure Ihal progressively analyzes Iccting lhe source (i.e. from which donor species Ihe 
Ihe fragmenls of Ihe given sequence alignmen\. The size of Iransferred fragmenls arrived) oflhe lransferred sequences. 
Ihe sliding window should be adjusled wilh respeel 10 Ihe The described melhod was included in lhe T-REX package 
exisling infonnalion abOUl Ihe genes and species under (49) available al: hllp:ffwwlV.lrex.uqam.ca. 
sludy. The use of smaller sizes of Ihe sliding window BOlh examples considered in Ihe 'Resulls' seclion 
allows one 10 deleCl smaller partial lransfers wilh a suggesl lhal Ihe new melhod can be also useful for con­
beller accuracy (i.e. HGTs afTecting shorter inlervais of firming or disearding complele HGTs inferred by any 
Ihe given multiple sequence alignmenl), bUI lhis also in­ exisling HGT deleclion melhod. Our sludy of Ihe evolu­
creases lhe running lime of lhe melhod. For each fixed lion of lhe gene ,beL for 40 speeies of ProLCobacleria, 
window posilion, a corresponding partial Irec is inferred Cyanobacleria and plastids (37) and Ihal of Ihe 
and a scenario of partial HGT evenls is delermined by mismalch repair (MMR) gene mUIU for 30 E. coli 
,econciling lhe oblained partial gene lree and lhe given slrains (30) showed Ihal mosl of Ihe predicled gene 
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transfers (i.e. six out of eight for each data set) may have 
been, in fact, partial HGTs. The conducted simulations 
showed that with smaller transferred sequence fragments, 
the best HGT detection rates were found for the trees 
having 16 and 32 leaves, whereas with larger transferred 
fragments the best results were obtained for M-Ieaf trees. 
The following general trend can be formulated when 
analyzing the resuits presented in Figures 3-5: longer 
transferred sequence fragments and larger trees provide 
a much beller HGT recovery and a smaJier number of 
false positives. The probJem oceurring when considering 
short sequence fragments is that partial phylogenies 
inferred from them usually have 1011' bootstrap support, 
and consequently provide a low confidence Jevel of 
detected HGTs. The simulation resuits also suggest that 
in case of longer transferred sequences and larger trees one 
should look for a result confirmation over a few consecu­
tive window positions in order 10 validate the obtained 
transfers. 
The results of crosses with either the same donor or the 
same recipient show that recombination frequency de­
creases exponentially with increasing sequence divergence 
(50). Thus, the recombination suceess is strongly depend­
ent on percent of nucleotide identity, which implies thal 
recombination break points occur only in the most 
conserved parts of li gene. This feature CHn be integrated 
into the described method by considering a more compre­
hensive statistical modeltaking into account the sequence 
divergence parameter. On the other hand, information 
about the obtained partial HOTs and their bootstrap 
scores can be incorporated in an extended evolutionary 
modeJ that takes inta accounl horizontal gene transfer, 
5782 5282 5182 &Ul2 6082 5982 62B2 37UG	 :ISO 2681 7081 5881 HA 24A 23A lA 
400 2781 4A 
410 3481 10A 
~O ~1 13A 
470 ~1 20A 
490 
500 
Figure 10. Hypothelical partial tr-ansfers of the gcnc nwtU prcdiclcd by Ihe ncw mClhod. ranÎal HGT) arc dCllolcd b)' arrows. [lool!'uap support of 
partial HGT cvcnlS and affccted i"tervals of the original MSA arc indicalcd. 
ancient gene duplication and gene loss (e.g. topological 
incongruence giving rise la predicled partial and/or 
complete transfers with 1011' bootstrap suPPOrt may be 
due to ancient gene duplication followed by partial gene 
loss). The determined bounds of transferred fragments can 
be examined in more details by comparing the correspond­
ing 3D conformations. The discussed method can be also 
applied on a full-genome scale to estimate Ihe proportion 
ofmosaic genes in each studied genome as weil as the rates 
of partial and complete HGTs belween involved species. 
Several relevant stalistics regarding Ihe position llnd func­
lionlliity of genetic fragmenls affecled by horizontal gene 
Iransfer along with Ihe raIes of inlraspecies (Le. HGT 
belween slrains of Ihe same species) and interspecies (i.e. 
HGT between distinct species) lransfers can be eSlimaled 
using the discussed technique. An allernalive "pproach 
that can be also envisaged would be based on a Hidden 
Markov Model "pplied along the given MSA with the 
hidden state represellting the HGT hislOry of each con· 
sidered sequence fragment. As any method of phylogenet­
ic analysis, the presented "Igorithm for detecting partial 
gene transfers is subject to sorne artifacts. The main of 
them are long-branch attraction, unequal evolulionary 
rates and situations when possible HGT events almost 
coincide with speclation events. In the future, it will be 
important to investigate the impact of these artifacts on 
Ihe idenlifiC<1tion of mosaic genes. 
SUPPLEMENTARY DATA 
Supp\ementary Data are available al NA R Online. 
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GLOSSAIRE
 
ADN (acide désoxyribonucléique) : macromolécule constituée de deux chaînes enroulées en 
double hélice. Ses deux brins sont assemblés à partir de nucléotides. Chaque nucléotide 
comprend un sucre, le désoxyribose, un phosphate et une des quatre bases azotées (adénine, 
guanine, cytosine et thymine). L'ADN est le support de J'information génétique des 
organismes vivants. 
Alignement: opération qui consiste à disposer les unes en dessous des autres des portions de 
séquences similaires en minimisant leurs différences (on peut aligner entre eux des gènes 
d'une même famille multigénique ou des gènes d'espèces différentes). Si ces gènes sont 
homologues, les différences d'aminoacides ou d'acides nucléiques entre les séquences 
actuelles sont le témoignage de mutations qui ont eu lieu dans le passé. 
Aminoacide (acide aminé): unité constitutive des protéines. Il existe 20 acides aminés 
communs: alanine, arginine, asparagine, aspartate, cystéine, glutamine, glycine, histidine, 
isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, proline, glutamate, sérine, thréonine, 
tryptophane, tyrosine et valine. 
Archaea : les Archées ou Archaea (anciennement appelés archéobactéries, du grec archaios, 
« ancien» et backterion, « bâton ») sont un groupe majeur de microorganismes. Elles 
constituent un taxon du vivant caractérisé par des cellules sans noyau et se distinguant des 
Eubactéries (vraies bactéries) par certains caractères biochimiques, comme la constitution de 
la membrane cellulaire ou le mécanisme de réplication de l'ADN. 
ARN (acide ribonucléique): polymère linéaire dont la sous-unité de base, un 
ribonucléotide, contient le sucre ribose. 
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Bacteria: les bactéries appartiennent au vaste ensemble des microbes qui comprennent 
également les virus, les champignons et les parasites. Microorganismes invisibles à l'œil nu, 
les bactéries sont constituées d'une seule cellule dépourvue d'un vrai noyau. Elles 
contiennent un seul chromosome formé d'un long filament d'ADN. 
Clade: vient du grec clados qui signifie arête. Taxon strictement monophylétique, c'est-à­
dire contenant un ancêtre et tous ses descendants. 
Cognat: Les cognats, ou mots apparentés, sont des mots qui ont une origine commune. Le 
terme peut désigner des mots d'une même langue, ou bien (le plus couramment) des mots 
dans des langues différentes. Par exemple, les mots nuit (en français), night (en anglais), 
et nacht (en allemand) sont apparentés, car ils sont issus d'une même racine indo-européenne. 
De même, les mots père et paternel sont apparentés, car tous deux issus du latin pater. 
Eucarya : les Eucaryotes (du grec eu, vrai et karuon, noyau) comprennent 4 grands règnes du 
monde vivant: les animaux, les champignons, les plantes et les protistes. Ils constituent donc 
un très large groupe d'organismes, unis et pluricellulaires, définis par leur structure cellulaire 
(noyau, ADN, cytosquelette, etc). 
Extragroupe (outgroup): on dit aussi groupe extérieur ou encore "outgroup" tiré de 
l'anglais. Groupe que l'on sait a priori placé en dehors d'un ensemble de taxons dont on 
cherche les relations de parenté. 
Horloge moléculaire (hypothèse): l'hypothèse selon laquelle les molécules d'une même 
classe fonctionnelle évoluent régulièrement dans le temps à un rythme égal dans différentes 
lignées. Ainsi la quantité des différences moléculaires constatées de nos jours dans des 
séquences homologues d'espèces distinctes peut être utilisée pour estimer le temps écoulé 
depuis le dernier ancêtre commun à ces espèces (ou le temps de divergence). 
Racine: le segment de arête en amont du nœud du rang le plus important, définissant le 
groupe extérieur (voir Extragroupe). En d'autres termes, c'est la position dans l'arbre du 
groupe extérieur. La racine peut être considérée comme un point de référence pour 
l'interprétation des caractères: les états de caractères de l'extragroupe (outgroup) sont des 
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états plésiomorphes, les états qui en diffèrent sont apomorphes. Remarque: pour pouvoir 
comparer aisément deux arbres, il faut les enraciner chacun avec la même espèce ou avec le 
même taxon. 
Taxon: ensemble des organismes reconnus et définis dans chacune des catégories de la 
classification biologique hiérarchisée. En d'autres termes : contenu concret d'une catégorie. 
Exemple: Canis lupus, le loup, est un taxon de rang spécifique (catégorie: espèce) ; les 
canidés (Chien, Loup, Renard) constituent un taxon de rang familial (catégorie: famille). 
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